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Re´sume´
Les mouvements de basse fre´quence des prote´ines, tels qu’on peut les calculer via l’ap-
proximation des petits de´placements (approximation harmonique), ressemblent souvent
beaucoup a` des mouvements fonctionnels, tels qu’on peut les observer par cristallogra-
phie des rayons X. Ce re´sultat semble tre`s robuste puisqu’il a e´te´ obtenu, tout d’abord,
en partant d’une description des prote´ines a` l’e´chelle atomique puis, plus re´cemment, de
descriptions a` ”gros grains” (des mode`les de type re´seau e´lastique). S’appuyant sur ce
constat, des applications varie´es ont e´te´ propose´es, notamment pour faciliter la re´solution
de structures ou pour ame´liorer leur qualite´ (ajustement dans des enveloppes obtenues
par cryomicroscopie e´lectronique, remplacement mole´culaire...). Ce me´moire est une revue
des re´sultats obtenus, dans laquelle mes contributions sont plus particulie`rement mises en
avant. Parmi les de´veloppements les plus re´cents, sont e´voque´es des tentatives de faire le
lien entre mode`les a` l’e´chelle atomique et mode`les a` gros grains, ou bien de complexifier
ces derniers, en y incluant des termes anharmoniques.
Mots-cle´s : approximation harmonique, changement de conformation, mode`les de re´seau
e´lastique, robustesse, anharmonicite´, localisation non-line´aire d’e´nergie.
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41 Introduction
Les prote´ines sont des he´te´ropolyme`res qui peuvent adopter une structure tridimensio-
nelle tre`s pre´cise´ment de´finie. Cette structure est cependant flexible, et ceci s’ave`re parfois
indispensable au bon fonctionnement de la prote´ine. Par exemple, la flexibilite´ de l’iso-
propylmalate de´hydroge´nase (IPMDH), une enzyme implique´e dans la biosynthe`se de la
leucine (voir Fig.1), a e´te´ e´tudie´e en de´terminant ses constantes de vitesse d’e´change hy-
droge`ne-deute´rium. Lorsque l’expe´rience est faite a` tempe´rature ordinaire, on constate
que l’e´change hydroge`ne-deute´rium est beaucoup plus rapide lorsque l’enzyme provient
d’E. Coli que lorsqu’elle provient de Th. Thermophilus. Par contre, les vitesses d’e´change
s’ave`rent tre`s similaires lorsqu’elles sont de´termine´es a` la tempe´rature de fonctionnement
optimum de l’enzyme, a` savoir 48 degre´s lorsque l’enzyme provient d’E. coli et 70 degre´s
lorsqu’elle provient de Th. Thermophilus. Pourtant, les structures tridimensionelles de
ces enzymes sont tre`s semblables : les positions de leurs Cα diffe`rent d’environ 1A˚, en
moyenne.4 Le taux d’identite´ de leurs se´quences est aussi e´leve´ : plus de 50%. Malgre´ cela,
l’activite´ de l’IPMDH de Th. Thermophilus est inhabituellement faible a` tempe´rature or-
dinaire. Tout ceci sugge`re que des mouvements d’origine thermique sont ne´cessaires au
bon fonctionnement de l’IPMDH de Th. Thermophilus[1].
Il semble probable que le changement de conformation qui doit se produire lors de l’expres-
sion de la fonction de cette enzyme soit la conse´quence d’un mouvement de ”fermeture”
de ses domaines structuraux. On observe de´ja` un mouvement de ce type, quoique d’am-
plitude modeste, lorsque l’isopropylmalate est lie´ a` l’enzyme (code PDB 1A055) mais la
forme adopte´e par le complexe ternaire, en pre´sence de l’isopropylmalate et du cofacteur,
le NAD, qui pourrait bien eˆtre comple`tement ”ferme´e”, n’est pas encore connue.6
Les simulations de dynamique mole´culaire permettent d’e´tudier les mouvements d’origine
thermique des prote´ines mais, actuellement, il n’est gue`re envisageable d’aller nettement
au-dela` de la microseconde lorsqu’on s’inte´resse a` des prote´ines de plusieurs centaines
d’acides amine´s et ce, meˆme en utilisant une repre´sentation simplifie´e des effets du solvant
et en ayant acce`s a` des moyens de calcul hors norme. On peut cependant s’affranchir de
cette limitation en e´tudiant ces mouvements dans le cadre d’une approximation, l’approxi-
mation harmonique (ou approximation des petits de´placements), qui permet de de´crire
le mouvement de chacun des atomes d’un syste`me comme une combinaison de modes de
vibration inde´pendants les uns des autres.
De`s 1976, Martin Karplus et ses collaborateurs ont tente´ de pre´dire le mouvement fonc-
tionnel du lysozyme humain en supposant qu’il ressemble a` son mode de vibration de
plus basse fre´quence et qu’il s’agit d’un mouvement ”de charnie`re” (hinge-bending) au
4Le ”root-mean-square deviation” obtenu en superposant les structures 1XAA et 1CM7. Ce qui sera
note´ par la suite : Cα-r.m.s.
5Il s’agit cependant d’une enzyme provenant d’un autre organisme : Thiobacillus Ferrooxidans.
6Les mouvements de ce type ont cependant des constantes de vitesse bien plus e´leve´es que ceux qui
sont responsables des e´changes hydroge`ne-deute´rium mesure´s par G.A. Petsko et ses collaborateurs[1].
Une hypothe`se supple´mentaire est donc ne´cessaire pour expliquer leurs re´sultats : celle d’un lien entre les
mouvements fonctionnels et les mouvements les plus lents de l’enzyme, a` savoir ceux qui sont implique´s
dans son de´pliement (et/ou son repliement), puisque les e´changes hydroge`ne-deute´rium les plus lents ne
doivent se produire que lorsque la prote´ine est partiellement de´plie´e. Un tel lien a de´ja` e´te´ sugge´re´ par
ailleurs[2].
5Fig. 1 – Structure de l’isopropylmalate de´hydroge´nase de Th. Thermophilus (code PDB 1XAA).
Dessin re´alise´ avec Molscript[3].
cours duquel deux domaines quasi-rigides se de´placent l’un par rapport a` l’autre[4]. Puis,
au de´but des anne´es quatre-vingt, dans les groupes de Martin Karplus, Nobuhiro Go et
Michael Levitt, les modes de vibration de peptides[5], puis de petites prote´ines, furent cal-
cule´s : le BPTI[6, 7, 8, 9], la crambine, la ribonucle´ase[10] et le lysozyme humain[10, 11].
Signalons aussi le travail me´connu de Robert W. Harrison qui calcula de`s cette e´poque
les modes de vibration d’une prote´ine de taille plus standard, l’hexokinase (environ 450
acides amine´s) en utilisant la me´thode de Ritz-Raleigh[12] et une base de fonctions spline.
Comme il le pre´cise ”using a spline is equivalent to using a thin deformable strip or rod
as a virtual structure”[13]. Il constata de plus que ”for the native open form there were
(at least) two modes that had strong components along the conformation change”[13],
mais sans donner plus de de´tails. Comme nous le verrons dans la suite de ce texte, son
approche, qui revient a` re´duire la dimension du syste`me e´tudie´, a depuis e´te´ reprise avec
succe`s. Quand a` son principal re´sultat, il a e´te´ amplement confirme´. Dans le cas de nom-
breuses prote´ines, on trouve en effet qu’un ou deux de leurs modes de vibration suffisent
pour de´crire avec une tre`s bonne pre´cision leur changement de conformation fonctionnel.
Cependant, de`s que les simulations de dynamique mole´culaire de prote´ines en solvant
explicite devinrent possibles, il semble que l’inte´reˆt pour les calculs de modes de vibration
per se ait fortement diminue´, peut eˆtre parce que les premiers calculs e´taient effectue´s in
vacuo7 et qu’il ne paraissait pas e´vident qu’on puisse y inclure un jour une description
suffisament re´aliste de l’environnement.
C’est maintenant chose possible, depuis qu’on e´te´ propose´s des mode`les de solvant ”im-
plicites”, tels EEF1[14], ACE[15], etc, qui permettent de tenir compte de l’e´nergie libre
de solvatation, a` peu pre`s telle qu’on peut l’obtenir avec une approche de type Poisson-
Boltzman[16]. De plus, comme nous le verrons dans la suite de ce texte, on peut main-
7Avec, au mieux, une constante die´lectrique fonction de la distance.
6tenant calculer, au moins de manie`re approximative, les modes de vibration de basse
fre´quence de prote´ines ou de complexes prote´iques de tre`s grande taille (par exemple
ceux du ribosome[17]) et, depuis les premie`res e´tudes de mode`les (tre`s) simplifie´s des
prote´ines[18], on comprend de´sormais mieux pourquoi l’approximation harmonique per-
met d’extraire des informations dynamiques pertinentes, malgre´ ses limitations les plus
e´videntes, qui sont de´taille´es ci-apre`s.
2 L’approximation harmonique
Pour de petits de´placements des coordonne´es de ses N atomes, V , l’e´nergie potentielle
d’une prote´ine, peut eˆtre approxime´e par un de´veloppement en se´rie limite´e :
V = V0 +
3N∑
i=1
(
∂V
∂ri
)
0
(ri − r0i ) +
1
2
3N∑
i=1
3N∑
j=1
(
∂2V
∂ri∂rj
)
0
(ri − r0i )(rj − r0j ) + . . . (1)
ou` ri est la i-e`me coordonne´e et ou` V0 est l’e´nergie potentielle de la structure dont on veut
calculer les modes de vibration ; l’indice ”0” est associe´ aux coordonne´es de la conforma-
tion conside´re´e. Comme en physique classique V est de´finie a` une constante additive pre`s,
on peut poser : V0 = 0. De plus, si V0 est un minimum de la fonction V , alors on a pour
tout i : (
∂V
∂ri
)
0
= 0 (2)
Enfin, si les de´placements atomiques sont suffisament petits, on peut ne´gliger les termes
d’ordre supe´rieur du de´veloppement en se´rie. On obtient alors :
V =
1
2
3N∑
i=1
3N∑
j=1
(
∂2V
∂ri∂rj
)
0
(ri − r0i )(rj − r0j ) (3)
En d’autres termes, si l’on ne s’inte´resse qu’aux petits mouvements des atomes d’une
prote´ine au voisinage d’une configuration d’e´quilibre, on peut conside´rer que son e´nergie
potentielle a une forme quadratique. Or il se trouve que, sauf en pre´sence de contraintes
de´pendant explicitement du temps[19], l’e´nergie cine´tique de tout syste`me peut aussi eˆtre
mise sous une forme quadratique et que, dans ce cas, les e´quations du mouvement ont
une solution analytique, de la forme suivante :
ri(t) = r
0
i +
1√
mi
3N∑
k=1
Ckaikcos(2piνkt+ Φk)
ou` mi est la masse associe´e a` la coordonne´e i et ou` Ck et Φk, respectivement l’amplitude
et la phase du mode de vibration k, de´pendent des conditions initiales, c’est-a`-dire des
positions et des vitesses des atomes a` t = 0. En particulier, Ck est fonction de Ek, l’e´nergie
totale du mode k. Notamment, lorsque l’e´quipartition de l’e´nergie est respecte´e, on a :
Ck =
√
2kBT
2piνk
(4)
ou` T est la tempe´rature et kB la constante de Boltzmann. Ce qui signifie que l’amplitude
du mode k est inversement proportionelle a` νk, sa fre´quence. De fait, dans le cadre de
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Fig. 2 – E´le´ments non-nuls du hessien de l’e´nergie potentielle de la prote´ase du virus de l’im-
munode´ficience humaine (code PDB 1HHP). Cette prote´ine a 99 acides amine´s. Les motifs de
part et d’autre de la diagonale sont dus aux structures secondaires. Chaque point correspond a`
l’un des 40000 e´le´ments les plus grands de la matrice.
l’approximation harmonique, on trouve que les modes de fre´quence infe´rieure a` 30-100
cm−1 sont responsables de l’essentiel des de´placements des atomes d’une prote´ine[5].8
On obtient les 3N valeurs des fre´quences en diagonalisant H, le Hessien de l’e´nergie
potentielle ponde´re´ par les masses atomiques, c’est-a`-dire la matrice dont l’e´le´ment ij
s’e´crit :9 (
∂2V√
mimj∂ri∂rj
)
0
Diagonaliser H, cela signifie l’exprimer dans un nouveau repe`re tel que, pour tout i
diffe´rent de j, on ait : (
∂2V
∂qi∂qj
)
0
= 0
Les valeurs propres de la matrice, c’est-a`-dire les e´le´ments diagonaux de la matrice trans-
forme´e, permettent d’obtenir les fre´quences de vibration du syste`me e´tudie´, puisque l’on
a alors[19, 20] : (
∂2V
∂2qi
)
0
= (2piνi)
2
tandis que les nouvelles coordonne´es, dites coordonne´es normales, sont des combinaisons
line´aires des coordonne´es initiales, telles que, pour la coordonne´e k :
qk =
3N∑
i
aik
√
mi(ri − r0i ) (5)
8Un mouvement de fre´quence 1 cm−1 a une pe´riode d’environ 33 picosecondes.
9La ponde´ration par les masses permet de ne pas tenir compte du Hessien de l’e´nergie cine´tique[19, 20].
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Fig. 3 – Spectre de la prote´ase du virus de l’immunode´ficience humaine (code PDB 1HHP).
Les fre´quences sont donne´es par ordre croissant.
ou` aik est l’e´le´ment i du vecteur propre k de H.
En pratique, H e´tant une matrice re´elle syme´trique, il est toujours possible de la diago-
naliser. Lorsque sa taille n’est pas trop grande, c’est-a`-dire lorsqu’on peut la stocker dans
la me´moire vive d’un ordinateur, les algorithmes les plus courants permettent de le faire
avec un couˆt en calcul (CPU) proportionnel a` nN2, ou` n est le nombre de valeurs et de
vecteurs propres que l’on souhaite de´terminer.
Dans le cas des prote´ines, H est d’ordinaire une matrice creuse, puisque les interactions
entre atomes lointains ne sont en ge´ne´ral pas calcule´es. La Figure 2 montre la re´partition
des e´le´ments non-nuls de H dans le cas de la prote´ase du virus de l’immunodeficience
humaine (VIH-1), une petite prote´ine de 99 acides amine´s, 922 atomes (et donc : 3N=2766
coordonne´es10), lorsque H est calcule´ avec un programme de mode´lisation mole´culaire
standard, tel CHARMM[21], tandis que la Figure 3 montre l’ensemble des fre´quences de
vibration de cette prote´ine, telles qu’elles sont obtenues a` partir des valeurs propres de H.
Dans la gamme des hautes fre´quences, chaque bande correspond a` un motif chimique. Par
exemple, vers 3300 cm−1, il s’agit de vibrations des liaisons chimiques azote-hydroge`ne des
liaisons peptidiques.11 C’est l’existence de ces modes ”localise´s”, dont les fre´quences sont
caracte´ristiques de la pre´sence de certains groupements chimiques dans une mole´cule, qui
a permis de faire de la spectroscopie infra-rouge une me´thode d’analyse structurale fort
utile.
On ne remarque par contre aucune structuration particulie`re du spectre dans la gamme
10Dans la repre´sentation ”atomes e´tendus”, c’est-a`-dire en ne prenant en compte que les hydroge`nes
implique´s dans des liaisons chimiques ”polaires”.
11Dans CHARMM, les valeurs des hautes fre´quences sont nettement sous-estime´es. Un champ de
force incluant des termes supple´mentaires est ne´cessaire afin de mieux rendre compte de cette partie
du spectre[22].
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Fig. 4 – Densite´ de modes dans la partie basse fre´quence du spectre de la prote´ase du virus de
l’immunode´ficience humaine.
des basses fre´quences, qu’on de´crit d’ordinaire en termes de densite´ de modes par unite´ de
fre´quence. On constate alors qu’il y a un pic de densite´ vers 50 cm−1 (voir Fig. 4). En dec¸a
de cette valeur, les vibrations sont en ge´ne´ral tre`s de´localise´es, c’est-a`-dire qu’un grand
nombre d’atomes y sont implique´s. Dans le cas des plus basses fre´quences, les mouvements
sont ceux de domaines structuraux entiers. Nous verrons par la suite qu’ils ressemblent
parfois beaucoup aux mouvements fonctionnels de la prote´ine e´tudie´e.
3 L’approximation RTB
Pour pouvoir obtenir les modes de vibration d’une prote´ine de grande taille, il faut soit
renoncer a` une description a` l’e´chelle atomique, soit renoncer a` calculer l’ensemble de
son spectre. Partant de cette seconde option, plusieurs me´thodes ont e´te´ propose´es. Celle
de Ritz-Raleigh, applique´e tout d’abord, comme rappele´ dans l’Introduction, au cas de
l’hexokinase par R.W. Harrison, a ensuite e´te´ reprise par Minc-Honc Hao et Stephen
C. Harvey[23]. La me´thode de Lanczos, tout d’abord teste´e par Bernard R. Brooks et
Martin Karplus dans le cas du lysozyme[11], a par la suite e´te´ applique´e sous une forme
plus sophistique´e12 au cas d’une grosse prote´ine, la citrate synthase sous forme dime´rique
(858 acides amine´s), par O. Marques13 et moi-meˆme[24]. Ce fut pour un bref moment la
plus grosse prote´ine dont l’analyse en modes normaux (de basse fre´quence) ait e´te´ faite.
Ce ”record” fut rapidement battu par Lilianne Mouawad et David Perahia, qui utilisaient
DIMB, une me´thode originale de´veloppe´e et imple´mente´e par eux dans CHARMM[25, 26].
Simultane´ment, nous avions propose´, Georges Trinquier, Philippe Durand et moi-meˆme[27],
12Un algorithme de type Bloc-Lanczos imple´mente´ par Osni Marques dans le logiciel BLZPACK. Celui-
ci est disponible sur sa page Web : http ://crd.lbl.gov/˜osni/.
13Alors au CERFACS, a` Toulouse. O. Marques travaille actuellement au Lawrence Berkeley National
Laboratory.
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Fig. 5 – Fre´quences de la prote´ase du virus de l’immunode´ficience humaine, calcule´es avec
l’approximation RTB, en fonction de la valeur des fre´quences des modes de vibration ayant le
meˆme nume´ro d’ordre. L’approximation RTB est utilise´e en mettant un (les croix) ou deux (les
signes ”plus”) re´sidus d’acide amine´ dans chaque bloc. Les lignes tirete´es sont des fits line´aires.
une approximation particulie`rement efficace dont le principe est le suivant.14 Au lieu de
diagonaliser H, une matrice 3N ×3N , on diagonalise Hb, une matrice qui est l’expression
de H dans un espace de dimension 6nb :
Hb = P
tHP
ou` P est une matrice 3N × 6nb orthogonale construite avec les vecteurs de´crivant les
trois mouvements de translation et les trois mouvements de rotation de chacun des nb
”blocs” du syste`me e´tudie´, et ou` Pt est sa transpose´e. Dans le cas des prote´ines, on fait
donc l’hypothe`se que chacun des modes que l’on souhaite calculer peut eˆtre correctement
de´crit comme une combinaison line´aire de mouvements de blocs parfaitement rigides.15
Ap, la matrice des 6 nb pseudo-vecteurs propres de H, est ensuite obtenue a` partir de Ab,
la matrice des vecteurs propres de Hb :
16
Ap = PAb
Comme on le voit sur la Figure 5, les fre´quences calcule´es avec l’approximation RTB,
obtenues a` partir des valeurs propres de Hb, sont toujours plus grandes que les fre´quences
exactes. Cependant, dans le cas des fre´quences infe´rieures a` 25-35 cm−1, elles le sont en
proportion, c’est-a`-dire que l’on a[28] :
νb ' dPνs
14L’ide´e sur laquelle repose cette me´thode est due a` Philippe Durand, fondateur du laboratoire de
Physique Quantique et actuellement professeur e´me´rite a` l’Universite´ Paul Sabatier de Toulouse.
15D’ou` le nom de l’approximation. RTB signifie en effet : Rotations-Translations de Blocs.
16Hb est une matrice d’ordre 6nb. Elle est donc beaucoup plus rapide a` diagonaliser que H, qui est
d’ordre 3N .
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Fig. 6 –Mode de vibration de plus basse fre´quence de la prote´ase du virus de l’immunode´ficience
humaine, calcule´ de manie`re standard (ligne pleine) ou avec l’approximation RTB, en mettant
un (les croix) ou deux (les signes ”plus”) acides amine´s dans chaque bloc.
ou` νs et νb sont, respectivement, les fre´quences exactes et approxime´es, avec, dans le cas
de la prote´ase du virus de l’immunode´ficience humaine, dP = 1.73± 0.03, lorsqu’il y a un
re´sidu d’acide amine´ dans chaque bloc, et dP = 2.23 ± 0.01, lorsqu’il y en a deux. Dans
le cadre de la the`se de Florence Tama,17 nous avions etudie´ ainsi cinq autres cas[28] : la
crambine, l’ade´nylate kinase, la triglyceride lipase, l’alcool de´hydroge´nase et l’e´nolase et
nous avions obtenu dP = 1.7±0.1, lorsqu’il y a un re´sidu d’acide amine´ dans chaque bloc,
et dP = 2.1±0.2, lorsqu’il y en a deux. La valeur de dP ne semble donc pas de´pendre de la
taille de la prote´ine e´tudie´e (la crambine n’a que 46 acides amine´s tandis que l’e´nolase en
a 436). Elle n’est pas non plus significativement affecte´e lorsqu’on modifie la fac¸on dont
on calcule les interactions non-lie´es. En effet, dans notre e´tude initiale[28], la distance de
coupure (cutoff) pour les interactions e´lectrostatiques e´tait de 8.5A˚ alors que dans le cas
pre´sent elle est de 9.0A˚. Plus significativement, les effets de solvant n’e´taient pas pris en
compte (² = 1) tandis qu’ici le mode`le de solvant implicite EEF1[14] a e´te´ utilise´ (dans
sa version 1.1[29]). Ce mode`le inclus notamment une neutralisation des extre´mite´s des
chaines late´rales des acides amine´s charge´s (arginine, aspartate, glutamate et lysine). Des
valeurs similaires (1.8 et 2.0, respectivement) ont e´te´ obtenues par Guohui Li et Qiang
Cui[30], lors de l’e´tude qui a illustre´ leur imple´mentation de l’approximation RTB dans
CHARMM[21].18) Cette dernie`re fut effectue´e avec une distance de coupure de 8.0A˚ et une
constante die´lectrique fonction de la distance. Guohui Li et Qiang Cui ont aussi regarde´
le cas d’un fragment d’ADN double brin. Avec un nucle´otide dans chaque bloc, ils ont
obtenu dP = 2.7, ce qui confirme que dP de´pend du nombre d’atomes mis dans chaque
bloc mais ce d’une manie`re non triviale puisqu’un nucle´otide n’a, en moyenne, que deux
fois plus d’atomes qu’un re´sidu d’acide amine´.19
17The`se qui fut co-dirige´e par Franc¸ois-Xavier Gade´a et moi-meˆme, a` Toulouse, ainsi que par Nobuhiro
Go, a` Kyoto.
18Sous l’acronyme BNM -pour Block Normal Modes.
19Dans la repre´sentation ”atomes e´tendus”.
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Fig. 7 – Calcul des modes de vibration de plus basse fre´quence de la prote´ase du virus de
l’immunode´ficience humaine, exact et approche´. Pour chaque vecteur propre calcule´ de manie`re
exacte, on donne le recouvrement du vecteur approche´ le plus similaire obtenu avec l’approxi-
mation RTB, en mettant un (les croix) ou deux (les signes ”plus”) acides amine´s dans chaque
bloc.
Ceci dit, en de´pit de cette nette surestimation des valeurs propres, les vecteurs propres de
H, tels qu’ils sont calcule´s avec l’approximation RTB, s’ave`rent eˆtre tre`s proches des vec-
teurs exacts. Dans le cas du vecteur associe´ au mode de vibration de plus basse fre´quence
de la prote´ase du VIH-1, les diffe´rences sont minimes, que le calcul soit effectue´ en mettant
un ou deux re´sidus d’acide amine´ dans chaque bloc (voir Fig. 6).
Pour quantifier le degre´ de ressemblance entre deux vecteurs i et j, on peut calculer leur
recouvrement, Iij, de´fini ci-apre`s comme e´tant le carre´ de leur produit scalaire :
Iij = (
3N∑
k
akiakj)
2 (6)
ou` l’on a suppose´ que les vecteurs i et j sont de norme unitaire. Notez que l’on a, puisque
les vecteurs propres de H sont par de´finition orthogonaux :
3N∑
i
Iij =
3N∑
j
Iij = 1
Dans le cas de deux ensembles de vecteurs propres, comme l’ordre des vecteurs peut eˆtre
diffe´rent, pour chaque vecteur d’un des ensembles, on de´termine quel est le vecteur de
l’autre ensemble pour lequel le recouvrement est maximum. Dans la Fig. 7, on compare
ainsi les vecteurs propres de H exacts et approche´s, tels qu’ils sont calcule´s avec l’approxi-
mation RTB. On constate que cette approximation ne permet de de´terminer pre´cise´ment
que les modes de vibration de la prote´ase du VIH-1 de fre´quence infe´rieure a` 10 cm−1.
Nous verrons par la suite qu’il s’agit de modes particulie`rement ”robustes”[31].
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Fig. 8 – Changement de conformation de la guanylate kinase de S. Cerevisiae, de la forme
ouverte (a` gauche) a` la forme ferme´e (a` droite).
4 Le lien avec les mouvements fonctionnels
Pour mettre en e´vidence ce lien, on calcule cette fois le recouvrement (voir eqn. 6) entre
chacun des modes de vibration et le vecteur
−→
∆r, qui est relie´ a` la fac¸on dont se de´placent
les atomes lorsque la prote´ine change de conformation :
−→
∆r = −→rb −−→ra (7)
ou` −→ra et −→rb sont, respectivement, les vecteurs position des atomes dans les conformations
”a” et ”b”, apre`s superposition de ces deux conformations par la me´thode des moindres
carre´s.20 Notez qu’en proce´dant ainsi on suppose que, pour aller de la conformation ”a” a`
la conformation ”b”, les atomes se de´placent en ligne droite, ce qui n’est manifestement
pas exact.21
Malgre´ cela, on a observe´ dans de nombreux cas qu’il existe au moins un mode de
vibration qui ressemble beaucoup au changement de conformation tel qu’il est connu
expe´rimentalement, par cristallographie des rayons X le plus souvent. Apre`s Robert W.
Harrison qui constata, comme de´ja` rappele´ pre´ce´demment, que dans le cas de l’hexokinase
”for the native open form there were (at least) two modes that had strong components
along the conformation change”[13], des comparaisons plus quantitatives furent effectue´es
pour les cas de la citrate synthase dime´rique[24] et de l’he´moglobine[26]. Dans le premier
cas, avec Osni Marques, nous avons observe´ que le mode de plus basse fre´quence de la
forme ferme´e (obtenue en pre´sence d’un des ligands) a un recouvrement de 0.25 avec le
mouvement d’ouverture de la citrate synthase tandis que, dans le second cas, David Per-
ahia et Lilianne Mouawad ont observe´ que le deuxie`me mode de plus basse fre´quence de
la forme T de l’he´moglobine (en absence d’oxyge`ne) a un recouvrement de pre`s de 0.7
avec la mouvement qui se produit lorsque l’he´moglobine passe en forme R (en pre´sence
d’oxyge`ne).
Pour illustrer ce que signifie ce type de re´sultat, prenons le cas de la guanylate kinase de S.
Cerevisiae. En pre´sence d’un de ses ligands, la guanosine-5’-monophosphate, elle change
de conformation, passant d’une forme ”ouverte” (code PDB 1EX6) a` une forme ”ferme´e”
20Avec par exemple Profit, qui est disponible sur la Toile : http ://www.bioinf.org.uk/software/profit/
21Pour e´viter d’avoir a` faire cette supposition, il faudrait connaitre le chemin de transition qui permet
de passer d’une conformation a` l’autre.
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Fig. 9 – Comparaison du changement de conformation de la guanylate kinase de S. Cerevisiae
et de chacun des modes de vibration de la forme ouverte, calcule´s avec une approche standard.
Histograme : recouvrement. Cercles noirs : recouvrement cumule´.
(code PDB 1EX7 ; voir Fig. 8). Cela correspond a` un de´placement de 3.6A˚ de chacun de
ses Cα, en moyenne,
22 et de plus de 10A˚ pour les acides-amine´s 40-43. Si on calcule les
modes de vibration de la forme ouverte et qu’on de´termine le recouvrement de chacun
d’eux avec le changement de conformation, on constate que celui du mode de plus basse
fre´quence est supe´rieur a` 0.5 (voir Fig. 9) et que seulement six modes, parmi les 5340 que
compte cette prote´ine, ont un recouvrement avec le changement de conformation de plus
de 0.01. De fait, les quatre modes de plus basse fre´quence ont un recouvrement cumule´
d’environ 0.65, ce qui signifie qu’une combinaison line´aire de de´formations de la prote´ine
le long de ces quatre modes la` suffit pour de´crire tre`s correctement son changement de
conformation. Le mode de plus basse fre´quence donne d’ailleurs de´ja` une tre`s bonne ide´e
du type de mouvement qui se produit (voir Fig. 10).
Ce type de re´sultat peut paraitre paradoxal. En effet, utiliser la the´orie des modes normaux
dans le cas d’une prote´ine, cela signifie qu’on e´tudie son comportement dynamique apre`s
avoir fait l’hypothe`se qu’il s’agit d’un solide qui oscille autour de sa position d’e´quilibre.
Ce qui ne devrait pas eˆtre un bon point de de´part pour essayer de deviner ses ”change-
ments d’e´tat”. De plus, avant de calculer les modes de vibration d’une prote´ine, il faut
la de´former significativement, de fac¸on a` ce qu’elle soit dans une configuration d’e´quilibre
(voir eqn. 2). En d’autres termes, il faut minimiser son e´nergie. Dans le cas de la guany-
late kinase, les atomes Cα se de´placent d’environ 1.3A˚ durant ce processus, ce qui n’est
pas ne´gligeable, compare´ a` l’amplitude de son changement de conformation (3.6A˚). Par
ailleurs, on sait qu’a` tempe´rature ordinaire une prote´ine peut explorer un nombre astro-
nomique de minima d’e´nergie[32]. De fait, d’infimes modifications du protocole suivi pour
effectuer la minimisation d’e´nergie permettront d’atteindre des minima diffe´rents. On doit
donc en conclure, au moins en ce qui concerne leurs modes de basse fre´quence, que tous
ces minima doivent se ressembler e´norme´ment[33].
22Cα-r.m.s.
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Fig. 10 – Comparaison du changement de conformation de la guanylate kinase de S. Cerevisiae
(ligne continue) et du mode de plus basse fre´quence de la forme ouverte (ligne tirete´e). Les deux
ensembles de de´placements ont e´te´ normalise´s.
5 Les mode`les de re´seau e´lastique
5.1 L’ide´e de Monique Tirion
Puisqu’on peut obtenir des re´sultats qui semblent avoir un sens biologique en conside´rant
que le comportement dynamique d’une prote´ine est proche de celui d’un solide, plus
pre´cise´ment, en admettant que son e´nergie a une forme quadratique (voir eqn. 3), on
peut se demander ce qui se passe si on simplifie encore plus la description du paysage
e´nerge´tique qui lui est accessible a` tempe´rature ordinaire.
Le premier pas dans cette direction a e´te´ fait par Monique Tirion[18], qui a propose´ de
remplacer les interactions ”non-lie´es”, c’est-a`-dire les interactions e´lectrostatiques et de
Lennard-Jones, ainsi que celles associe´es aux angles die`dres, par des termes de la forme
suivante :23
Enb =
1
2
∑
d0ij<Rc
kenm(dij − d0ij)2 (8)
ou` dij est la distance entre les atomes i et j, d
0
ij e´tant leur distance dans la structure
e´tudie´e (la structure cristallographique le plus souvent) tandis que Rc est une distance de
coupure.24 kenm est par ailleurs suppose´ ne pas de´pendre du type des atomes en interaction,
ce qui signifie que cette constante se sert qu’a` spe´cifier les unite´s e´nerge´tiques employe´es.
Rc est donc le seul vrai parame`tre du mode`le. Ne´anmoins, comme l’a montre´ M. Tirion,
ce mode`le permet de reproduire la partie basse fre´quence du spectre de l’actine, ainsi que
les fluctuations des positions de ses atomes, tels qu’ils sont calcule´s avec l’approximation
harmonique et une fonction e´nergie empirique ”standard”[18].
23Les termes e´nerge´tiques correspondant aux liaisons covalentes et aux angles de valence e´taient
conserve´s de manie`re implicite puisque M. Tirion appliquait l’approximation harmonique en passant
par un jeu de coordonne´es internes ne comprenant que les angles die`dres, a` l’instar de ce qui avait e´te´
fait dans les groupes de N. Go[6, 8] et M. Levitt[9, 10].
24Un ”cutoff”.
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Le mode`le propose´ par M. Tirion a un avantage majeur par rapport aux mode`les utilise´s
jusque la` : par de´finition, l’e´nergie de la structure e´tudie´e est minimale (Enb = 0). On peut
donc calculer les modes de vibration de n’importe quelle structure, sans avoir au pre´alable
a` la de´former de manie`re significative. Ce mode`le a un autre avantage, de nature pratique
cette fois : plus besoin d’avoir e´te´ ”initie´” aux subtilite´s des langages de commandes des
(gros) programmes de mode´lisation mole´culaire pour pouvoir calculer les modes normaux
de basse fre´quence d’une prote´ine, puisqu’il n’y a plus besoin d’avoir acce`s aux (nombreux)
parame`tres des fonctions e´nerge´tiques dont ils font usage. De plus, les calculs effectue´s sont
plus aise´ment reproductibles, puisqu’ils sont tous faits en partant de la meˆme structure
(la structure cristallographique, par exemple).
5.2 L’apport d’Ivet Bahar
Pour tenter d’aller encore plus loin, Ivet Bahar, Burak Erman et leurs collaborateurs ont
propose´ deux simplifications supple´mentaires[34] du mode`le de M. Tirion. Tout d’abord,
ils ont remplace´ les interactions interatomiques par des interactions entre re´sidus d’acides
amine´s. En effet, si l’on peut faire l’hypothe`se que les interactions interatomiques ne
de´pendent pas du type des atomes implique´s, c’est qu’elles sont sans doute moyenne´es
et que les interactions ”utiles” se font, de fait, a` une e´chelle supe´rieure. Ensuite, puisque
le mode`le de M. Tirion revient a` tendre des ressorts entre atomes situe´s a` moins de Rc
A˚ngstro¨ms les uns des autres, ils ont de´cide´ d’e´tudier la matrice d’adjacence du re´seau
ainsi de´fini, c’est-a`-dire la matrice dont l’e´le´ment ij est tel que aij = −1, si les acides
amine´s i et j sont en contact, aij e´tant nul s’ils ne le sont pas, l’e´le´ment diagonal aii e´tant
de´fini ainsi :25
aii = −
∑
j 6=i
aij (9)
Les vecteurs propres et les valeurs propres de cette matrice N ×N permettent de calculer
l’amplitude des de´placements des N re´sidus de la prote´ine e´tudie´e. La corre´lation avec les
valeurs expe´rimentales, obtenues a` partir de celles des facteurs B isotropes (les facteurs
de Debye-Waller), s’ave`re eˆtre souvent tre`s bonne[34]. De fait, les meilleures corre´lations
obtenues a` ce jour entre valeurs calcule´es et valeurs expe´rimentales l’ont e´te´ en utilisant
des variantes de ce mode`le[35], dit du ”re´seau gaussien” (Gaussian Network Model), et non
pas en utilisant des mode`les bien plus de´taille´s, tous-atomes par exemple. Cette supe´riorite´
du mode`le le plus simple propose´ a` ce jour pour de´crire une prote´ine a` l’e´chelle de l’acide
amine´ reste a` expliquer. On la suppose bien suˆr provisoire (voir partie 5.7)...
5.3 La synthe`se de Konrad Hinsen
Konrad Hinsen a ensuite propose´[36] de conserver la repre´sentation ”a` gros grains” pro-
pose´e par I. Bahar et B. Erman, mais en se contentant d’e´tendre la relation (8) a` toutes
les paires d’atomes retenus (les carbones α le plus souvent), y compris ceux qui sont lie´s
covalemment.
Deux versions de ce mode`le, dit du ”re´seau anisotrope” (Anisotropic Network Model), se-
lon la terminologie propose´e par I. Bahar[37], sont couramment utilise´es. Dans la premie`re,
25Ce qui diffe´rencie la matrice d’adjacence de la matrice de contact.
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Fig. 11 – Le re´seau e´lastique construit pour la forme ouverte de la guanylate kinase de S.
Cerevisiae. Chaque ligne repre´sente un ressort e´tabli entre deux Cα situe´s a` moins de 10A˚ l’un
de l’autre. L’orientation est la meˆme que dans la Fig. 8.
kenm est une fonction exponentielle de la distance entre paires d’atomes[36]. Dans la se-
conde, comme propose´ initialement par M. Tirion, kenm est constant et une distance de
coupure permet de de´finir la liste des atomes qui sont en interaction[37, 38]. En pratique,
pour e´viter d’avoir des groupes d’atomes isole´s, ou bien insuffisament lie´s au reste du
re´seau, ce qui entraine l’apparition de modes de basse fre´quence sans grande significa-
tion physique, voire de modes de fre´quence nulle supple´mentaires, la distance de coupure
choisie doit eˆtre assez grande. D’une e´tude a` l’autre, elle varie de 8[38] a` 16A˚[39] (alors
que l’on conside`re que les distances typiques entre acides amine´s en contact, entre leurs
centres de gravite´ par exemple, sont plutoˆt de l’ordre de 6-7A˚[40]).
Notez que dans le cas de cette seconde version, les e´le´ments de la matrice qu’il faut
diagonaliser pour obtenir les modes de basse fre´quence d’un syste`me ont une expression
qui n’est pas beaucoup plus complique´e que ceux de la matrice d’adjacence. Par exemple,
pour l’ele´ment akl correspondant aux coordonne´es x et y des atomes i et j :
akl = −kenm (xi − xj)(yi − yj)√
mimjd2ij
les e´le´ments diagonaux e´tant obtenus de la meˆme fac¸on que ceux de la matrice d’adjacence
(eqn. 9). La Figure 11 montre a` quoi ressemble le re´seau e´lastique correspondant, dans
le cas de la forme ouverte de la guanylate kinase, lorsque Rc = 10A˚. C’est ce type de
mode`les, finalement assez proches de ceux dits en ”e´le´ments finis”[12], courants dans le
domaine de l’analyse des proprie´te´s dynamiques de structures rigides (voitures, ponts,
etc) que nous allons conside´rer plus en de´tails dans la suite de ce texte.
5.4 Elne´mo
Ces mode`les de re´seau e´lastique sont faciles a` imple´menter dans des programmes eux-
meˆmes simples a` utiliser,26 puisque le nombre de parame`tres recquis est minimal. Ce-
pendant, le temps qu’il faut pour installer un programme, pour se familiariser avec ses
”sorties”, pour commencer a` avoir confiance dans les re´sultats obtenus, etc., peuvent
26Les miens sont disponibles sur la Toile : http ://ecole.modelisation.free.fr/modes.html.
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Fig. 12 – Statistique des corre´lations observe´es entre fluctuations atomiques calcule´es et ob-
serve´es (facteurs B), pour un ensemble de 1405 prote´ines.
eˆtre des facteurs inhibants. C’est pourquoi nous avons de´cide´, avec Karsten Suhre, de
de´velopper un site Web qui puisse permettre a` l’utilisateur de calculer et de visualiser
les modes de vibration de la prote´ine de son choix. Ce site, appele´ Elne´mo (pour Elas-
tic Network Model)27 fut installe´ a` l’Institut de Ge´nomique Structurale, a` Marseille28
(http ://www.igs.cnrs-mrs.fr/elnemo/). Il effectue plusieurs milliers de calculs chaque
anne´e, et ce depuis son ”ouverture”, fin 2003.29 Ces calculs peuvent eˆtre faits avec le
mode`le e´lastique de´crit ci-dessus (un atome par re´sidu, une distance de coupure) mais
aussi avec un mode`le e´lastique tous-atomes, tre`s proche de celui propose´ par M. Tirion.
Dans ce dernier cas, les modes de vibration sont calcule´s avec l’approximation RTB[41].
Par la suite, plusieurs groupes ont mis en ligne leur propre site de calcul de modes
normaux. Il y a de´sormais un grand choix : Elne´mo[41], donc, mais aussi WEBnm[42],
NOMAD-ref[43], ANM-Webserver[44], etc.30
5.5 Comparaison avec les donne´es expe´rimentales
5.5.1 Les facteurs B
Dans le cadre de l’approximation harmonique, on peut calculer de manie`re analytique les
fluctuations des coordonne´es de chaque atome autour de sa position d’e´quilibre. On a en
27L’accent grave, ce doit eˆtre pour la ”french touch”.
28Une version ”miroir” a e´te´ installe´e re´cemment a` l’institut Joliot-Curie : http ://elnemo.ens-lyon.fr.
29Karsten Suhre fut le ”de´veloppeur” du site initial, mon roˆle ayant consiste´ a` adapter mes programmes
de fac¸on a` pouvoir, notamment, diagnostiquer la majorite´ des erreurs commises par les utilisateurs (fi-
chier PDB vide, etc.). Je suis en train de mettre en place le site miroir, que je compte faire e´voluer
inde´pendamment du site initial.
30Voir ma page de liens, ou` j’espe`re les avoir tous recense´s : http ://yh.sanejouand.com.
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effet, par exemple pour la coordonne´e x de l’atome i :
< ∆x2i >= kBT
∑
k
a2ik
4pi2miν2k
(10)
Or ces fluctuations sont responsables du ”flou” observe´ lorsqu’on cherche a` de´terminer la
position des atomes dans une maille cristalline par cristallographie des rayons X.31 Dans
le cas de la plupart des structures de prote´ines, on quantifie cela via un facteur associe´ a`
chaque atome, le facteur B, pour lequel on a :32
Bi =
8pi2
3
< ∆x2i +∆y
2
i +∆z
2
i > (11)
La Figure 12 montre la statistique des valeurs des corre´lations observe´es entre fluctuations
atomiques calcule´es (avec l’eqn. 10) et observe´es (a` partir de l’eqn. 11). Les calculs furent
effectue´s pour un ensemble de 1405 prote´ines bien re´solues (R < 1.8A˚), non redondantes
(moins de 50% d’identite´ entre paires de se´quences), en ne prenant en compte que les
Cα (Rc=10A˚). En moyenne, la corre´lation est de 0.45 ± 0.18, mais des valeurs proches
de 0.9 sont observe´es dans certains cas. En ne prenant en compte que des structures
a` tre`s haute re´solution (R < 1.0A˚) la corre´lation peut atteindre une valeur de 0.68 ±
0.11 (pour 83 cas, avec Rc=16A˚[39]). Ceci sugge`re que les facteurs B pourraient eˆtre
de´termine´s directement a` partir des coordonne´es, lors de la re´solution d’une structure
cristallographique. L’efficacite´ de cette approche a e´te´ de´montre´e il y a une quinzaine
d’anne´es[45, 46, 47, 48], sans pour autant avoir e´te´ utilise´e depuis, a` ma connaissance, par
les cristallographes...
Des fluctuations de la position des atomes sont aussi obtenues lorsqu’une structure est
de´termine´e par re´sonance magne´tique nucle´aire (RMN). En effet, cette technique permet
d’obtenir un ensemble de conformations compatibles avec les distances inter-atomiques
de´termine´es expe´rimentalement. Cristian Micheletti et ses collaborateurs ont montre´ que
les fluctuations des positions des atomes dans cet ensemble de conformations e´taient aussi
souvent fortement corre´le´s avec celles calcule´es a` partir de l’eqn. 10[49].
5.5.2 Les changements de conformation
Dans l’article dans lequel elle pre´sentait le premier des mode`les de re´seau e´lastique pour
les prote´ines,33 M. Tirion concluait ainsi : ”Tests performed on a periplasmic maltodextrin
binding protein (MBP) indicate that the slowest modes do indeed closely map the open
form into the closed form”, annonc¸ant qu’il s’agissait d’un travail ”in preparation”[18].
Quelques anne´es plus tard, l’article suivant de M. Tirion se faisant attendre,34 avec Flo-
rence Tama, nous avons confirme´ le re´sultat brie`vement de´crit par M. Tirion, en utilisant
31Le de´sordre cristallin, ainsi que les phonons, y contribuent aussi.
32Lorsque le nombre de taches de diffraction obtenues le permet, c’est-a`-dire lorsque la qualite´ du cristal
est suffisament bonne, on de´crit la fluctuation de la position d’un atome via une matrice 3×3 syme´trique.
On obtient ainsi des facteurs B dits anisotropes.
33Nobuhiro Go, a` qui l’on doit a` la fois les ”mode`les de Go”[50] et parmi les tout premiers calculs de
modes normaux de prote´ines[6] aurait sans doute aussi du eˆtre le premier a` e´tudier ce type de mode`les.
Dans les ”mode`les de Go”, on ne tient en effet compte que des contacts observe´s dans la structure native.
N. Go n’a cependant publie´ que des e´tudes de versions ”sur re´seau” de son mode`le. Il soulignait pourtant
de`s 1983 que ”in modes with frequencies below 120 cm−1 the protein molecule behaves like a continuous
elastic body”[8].
34M. Tirion n’a publie´ aucun autre article depuis, a` ma connaissance.
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Fig. 13 – Comparaison du changement de conformation de la guanylate kinase de S. Cerevisiae
et de chacun des modes de vibration de la forme ouverte, calcule´s avec un mode`le de re´seau
e´lastique. Histograme : recouvrement. Cercles noirs : recouvrement cumule´.
toutefois un mode`le plus simple que le sien (que les Cα, Rc=8A˚). Dans le cas de la MBP,
le recouvrement entre le changement de conformation (codes PDB 1OMP et 1ANF) et
son mode de plus basse fre´quence est en effet e´leve´ : 0.74[38]. Par ailleurs, en conside´rant
au total une vingtaine de cas, nous avons constate´ que le lien mode de vibration - chan-
gement de conformation devenait e´vident (recouvrement de plus de 0.25) de`s lors que ce
dernier est suffisament collectif, c’est-a`-dire qu’il implique un nombre suffisament grand
d’atomes[38].
Avec Marc Delarue, nous avons ensuite ve´rifie´, dans le cas d’un ensemble de prote´ines
de fonction semblable, de forme similaire mais de repliements diffe´rents, des polyme´rases
ADN-de´pendantes, que leurs changements de conformation peuvent eˆtre tre`s correctement
de´crits comme e´tant une combinaison line´aire d’un tout petit nombre de leurs modes de
basse fre´quence[51], un re´sultat confirme´ aussi par l’e´quipe de Mark Gerstein, lors d’une
e´tude de pre`s de 4000 cas[52].
Re´trospectivement, on s’aperc¸oit que ce re´sultat n’est qu’une conse´quence logique de ceux
qu’avaient obtenus K. Hinsen. Ce dernier avait en effet montre´ qu’on peut utiliser les
modes normaux calcule´s avec un mode`le de re´seau e´lastique pour identifier les domaines
structuraux des prote´ines[36, 53]. Or on sait depuis longtemps que, lorsqu’on e´tudie les
structures associe´es au mouvement fonctionnel de grande amplitude d’une prote´ine, dans
la plupart des cas, on trouve qu’il s’agit d’un mouvement de domaines[54].
5.6 Comparaison avec les modes normaux standards
Si l’on reprend le cas de la guanylate kinase de S. Cerevisiae et que l’on calcule cette fois les
modes de vibration de sa forme ouverte avec un mode`le de re´seau e´lastique (Rc=10A˚), on
constate que ceux-ci permettent de de´crire son changement de conformation fonctionnel
(au moins) aussi bien que ceux calcule´s pre´ce´demment, avec un mode`le bien plus de´taille´
(comparez les Fig. 9 et 13). On peut en conclure que les modes concerne´s doivent eˆtre tre`s
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Fig. 14 – Un autre type de re´seau, construit pour la forme ouverte de la guanylate kinase de S.
Cerevisiae. Chaque ligne repre´sente un ressort. La plupart des Cα sont lie´s a` dix de leurs voisins.
similaires, ce qui signifie que de´terminer les modes de vibration de basse fre´quence d’une
prote´ine permet d’extraire une information qui reste pre´sente lorsque la description devient
grossie`re[55].35 Etant donne´e la fac¸on dont sont d’ordinaire construits les mode`les de re´seau
e´lastique, cette information peut eˆtre de deux types : soit il s’agit de la distribution des
masses de la prote´ine dans l’espace, soit il s’agit de la re´partition des portions rigides a`
l’inte´rieur de la structure.
Pour trancher entre ces deux hypothe`ses extre`mes, avec Samuel Nicolay,36 nous avons
conc¸u un mode`le de re´seau e´lastique dans lequel, pour chaque atome, le nombre d’inter-
actions est (a` peu pre`s) constant. En conse´quence de quoi la rigidite´ a` l’inte´rieur de la
structure devient (presque) uniforme[31]. Ce mode`le est construit ainsi. Dans un premier
temps, toutes les paires d’atomes sont ”lie´es” entre elles. Puis le lien entre les deux atomes
les plus lointains est retire´. Puis celui entre les deux atomes les plus lointains encore lie´s
et ainsi de suite, si ce n’est que lorsque, pour la paire d’atomes conside´re´e, l’un ou l’autre
ont un nombre de liens restant e´gal a` un nombre donne´, Nv, ce lien est conserve´. Bien
suˆr, ce faisant, a` la fin du processus, certains atomes ont plus d’interactions que ce qui
est souhaite´. Par exemple, dans le cas de la guanylate kinase, si l’on souhaite que Nv
soit e´gal a` dix, dans le re´seau ainsi construit (voir Fig. 14) on observe que chaque Cα est
en interaction avec 10.1 ± 0.5 de ses voisins, en moyenne. Notez qu’avec un crite`re de
distance, le nombre d’interactions de chaque Cα est en ge´ne´ral bien plus e´leve´ que cela.
En effet, avec Rc = 10A˚, il y en a en moyenne 15.9 ± 5.0.
Si l’on compare les modes de vibration de basse fre´quence de deux re´seaux construits,
l’un avec un crite`re de distance (par exemple, Rc = 10A˚) l’autre en fixant le nombre
(minimal) d’interactions de chaque Cα (par exemple, Nv = 10), on constate que certains
d’entre eux sont peu ”perturbe´s” par ce changement de crite`re[31]. La Figure 15 montre
les meilleurs recouvrements obtenus, dans le cas de la forme ouverte de la guanylate
kinase. On voit que les quatre modes de plus basse fre´quence sont presque parfaitement
conserve´s (recouvrement de 0.85 et plus) et, si l’on se reporte a` la Figure 13, on constate
qu’il s’agit des modes qui sont implique´s dans le changement de conformation. Dans ce
35On parle de´sormais de ”mode`les a` gros grains” (pour ”coarse grained models”).
36Alors en the`se sous la direction d’Alain Arneodo.
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Fig. 15 – Calcul des modes de vibration de plus basse fre´quence de la guanylate kinase avec
deux re´seaux e´lastiques diffe´rents. Pour chaque vecteur propre calcule´ avec un crite`re de distance
(Rc = 10A˚), on donne le recouvrement du vecteur approche´ le plus similaire obtenu en fixant le
nombre (minimal) d’interactions (Nv = 10).
cas-la`, l’ordre de ces modes n’est d’ailleurs lui aussi pas affecte´ par le changement de type
de repre´sentation.
Avec S. Nicolay, nous avons e´tudie´ ainsi une vingtaine de cas et nous avons montre´ que,
de`s lors que le changement de conformation est de suffisament grande amplitude (Cα-
r.m.s. de plus de 2A˚), alors il existe de tels modes ”robustes” (jusqua` onze, dans le cas
de l’ADN polyme´rase du bacte´riophage RB69). De plus, parmi ceux-ci se trouvent la
(grande) majorite´ des modes implique´s dans le changement de conformation[31]. Nous
avons par ailleurs obtenu des re´sultats similaires en comparant dans une demi-douzaine
de cas les modes obtenus avec deux repre´sentations a` l’e´chelle atomique : l’une, associe´e a`
une fonction e´nergie standard (celle de CHARMM[21]), l’autre correspondant au mode`le
initialement propose´ par M. Tirion[18].
L’approche que nous avons propose´e permet donc, d’une part, d’identifier un petit en-
semble de modes potentiellement importants pour la fonction d’une prote´ine, d’autre part,
de conclure que la distribution des masses dans l’espace est bien l’information pertinente,
c’est-a`-dire celle que le calcul des modes de vibration permet d’extraire, au moins en ce
qui concerne le lien avec les mouvements fonctionnels.
5.7 Vers des mode`les mixtes
En fait, quand on compare les Figures 9 et 13, il est tentant de conclure que c’est le mode`le
de re´seau e´lastique, pourtant de loin le plus simple, qui permet d’obtenir les re´sultats les
plus convaincants : le mode de plus basse fre´quence a en effet un recouvrement de plus
de 0.7 avec le changement de conformation (contre 0.5 dans le cas du mode`le standard).
De plus, quatre modes seulement suffisent pour de´crire pre`s de 90% du changement de
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conformation alors qu’avec le mode`le standard les quatre modes les plus ”implique´s” dans
le changement de conformation ne peuvent en de´crire que 65% environ.
Ce re´sultat n’est pas atypique : avec Florence Tama, nous avions effectue´ ce genre de com-
paraison dans le cas de cinq autres prote´ines et, quatre fois sur cinq, nous avons constate´
que le mode qui ressemble le plus au changement de conformation a un recouvrement plus
important lorsqu’il a e´te´ calcule´ avec un mode`le de re´seau e´lastique[38]. De meˆme, avec
Samuel Nicolay, dans cinq autres cas, nous avons constate´ que les modes robustes obtenus
a` partir des modes de vibration d’un mode`le standard ne permettent pas de de´crire le
changement de conformation aussi bien que ceux obtenus a` partir des modes de vibration
d’un mode`le de re´seau e´lastique[31]. Cet effet est d’ordinaire faible, mais il semble eˆtre
(presque) syste´matique, ce qui a intrigue´ Martin Karplus qui m’a sugge´re´ d’e´tudier cela
plus en de´tail,37 dans l’esprit de l’un de ses premiers articles consacre´s aux modes de
vibration des prote´ines[7].
Pour ce faire, une e´tude d’une dizaine de cas est mene´e. Ceux-ci sont spe´cifie´s dans
la Table 1, tout comme l’amplitude de la de´formation due a` la minimisation d’e´nergie
pre´alable, ne´cessaire lorsqu’il s’agit de calculs de modes normaux standards. Dans ce cas,
les calculs furent effectue´s avec un mode`le de solvatation implicite (EEF1.1[29]) et la mi-
nimisation d’e´nergie fut faite en deux temps. Tout d’abord, avec les positions des Cα fixes.
Puis sans aucune contrainte, en effectuant 10000 pas de l’algorithme ”Steepest descent”
suivis d’autant de pas que ne´cessaire (jusqu’a` parfois pre`s de 100000) de l’algorithme
Newton-Raphson inclus dans CHARMM[21] (ABNR), ce, jusqu’a` ce que les forces qui
s’exercent sur chacun des atomes soient d’environ 10−4 kcal/mole.A˚.38 Comme on le voit
dans la Table 1, ce protocole entraine des de´formations qui vont de 0.7A˚, dans le cas de la
prote´ase du VIH-1 sous forme dime´rique, jusqu’a` 3.2A˚, dans le cas de l’ade´nylate kinase.
Parfois, l’amplitude de la de´formation est de l’ordre de grandeur de celle du changement
de conformation, comme dans les cas de l’ADN polyme´rase β ou de la prote´ase du VIH-
1 sous forme monome´rique, ce qui sugge`re qu’elle pourrait eˆtre la cause principale de la
”de´gradation” observe´e, puisque lorsqu’on se sert d’un mode`le de re´seau e´lastique on part,
a priori, de la structure expe´rimentale elle-meˆme.
Pour ve´rifier cette hypothe`se, pour chacun des dix cas conside´re´s, trois calculs de modes
normaux furent effectue´s : un standard, a` partir de la structure relaxe´e (celle obtenue a`
l’issue de la minimisation d’e´nergie) et deux avec un mode`le de re´seau e´lastique ne prenant
en compte que les Cα (Rc=10A˚), le premier e´tant effectue´ en partant de la structure
cristallographique, le second en partant de la structure relaxe´e. Ensuite, la capacite´ de
chacun de ces ensembles de modes a` de´crire un changement de conformation fut e´value´e
en de´terminant neff , le nombre de modes ”ne´cessaires” (utiles), de la fac¸on suivante[31] :
neff = exp(−
Nm∑
αIi ln(αIi)) (12)
ou` Nm est le nombre de modes de basse fre´quence pris en compte (Nm = 100 ci-apre`s),
et ou` α est un terme de normalisation tel que :
Nm∑
αIi = 1
37Travail en cours.
38Ce qui permet d’obtenir six fre´quences vraiment (nume´riquement) nulles.
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Prote´ine Taille Codes PDB Amplitude (A˚)
Prote´ase du VIH-1 (mono) 99 1HHP, 1A30 1.1 (1.9)
Pyrophosphokinase 158 1HKA, 1Q0N 1.9 (1.3)
Lysozyme T4 162 178L, 158L 4.1 (0.8)
Erythropoie´tine 166 1BUY, 1EER 4.1 (1.5)
Guanylate kinase 186 1EX6, 1EX7 3.6 (1.2)
Prote´ase du VIH-1 (dim) 198 1HHP, 1A30 2.0 (0.7)
Ade´nylate kinase 218 4AKE, 1AKE 7.1 (3.2)
Glutamine bp 224 1GGG, 1WDN 5.3 (1.4)
LAO bp 238 2LAO, 1LST 4.7 (1.4)
ADN polyme´rase β 335 1BPX, 1BPY 2.8 (2.5)
Tab. 1 – Amplitude des changements de conformation e´tudie´s. Le premier code PDB est celui
de la structure e´tudie´e, tandis que le second correspond a` celui de la structure ayant subi le
changement de conformation. Lorsque les modes sont calcule´s de manie`re standard, l’e´nergie de
la structure est au pre´alable minimise´e. L’amplitude de la de´formation correspondante est donne´e
entre paranthe`ses (Cα-r.m.s.). La prote´ase du VIH-1 est e´tudie´e soit sous forme monome´rique,
soit sous forme dime´rique.
tandis que Ii est le recouvrement (voir eqn. 6) entre le mode i et
−→
∆r, le vecteur de´crivant
le changement de conformation (voir eqn. 7).
Cette mesure est moins sensible aux petits changements dans le de´tail de la structure
e´tudie´e que la valeur du plus grand recouvrement observe´ entre un mode et le changement
de conformation, mesure que nous avions eu tendance a` privile´gier pre´ce´demment[38, 51].
En effet, si, par exemple, un changement de conformation peut eˆtre bien de´crit par une
combinaison line´aire de deux modes de fre´quence voisine, il suffira de modifier de manie`re
minime la structure e´tudie´e pour que la valeur du plus grand recouvrement double, ce
qui ne sera pas le cas en ce qui concerne neff , c’est-a`-dire l’estimation du nombre de
modes ne´cessaires a` la description. Notez cependant que ces deux mesures donnent le plus
souvent des indications similaires, comme l’illustre la Figure 16 qui regroupe les re´sultats
obtenus pour les dix changements de conformation pris en compte et les trois ensembles
de modes calcule´s dans un premier temps pour chacune des prote´ines.
Dans la Figure 17, pour chaque changement de conformation de la Table 1, la valeur de
neff obtenue avec un mode`le de re´seau e´lastique est donne´e en fonction de celle obtenue
avec une approche standard, une fle`che indiquant son e´volution lorsqu’on passe de la
structure cristallographique a` la structure relaxe´e. Tout d’abord, on constate que dans
chacun des dix cas conside´re´s, il faut moins de modes pour de´crire le changement de
conformation lorsque ceux-ci ont e´te´ calcule´s avec un mode`le de re´seau e´lastique et a` partir
de la structure cristallographique (les cercles noirs sont tous situe´s sous la diagonale). De
plus, a` une exception pre`s, d’ailleurs peu significative, il en faut plus lorsqu’on part non
pas de la structure cristallographique mais de la structure relaxe´e (les cercles vides sont au
dessus des cercles noirs et les fle`ches pointent donc toutes vers le haut). Notez que cet effet
peut eˆtre tre`s important, comme dans les cas de l’ADN polyme´rase β ou de la prote´ase du
VIH-1 sous forme monome´rique. Ceci va dans le sens de notre hypothe`se initiale, puisqu’il
s’agit des deux cas pour lesquels l’amplitude de la de´formation due a` la minimisation
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Fig. 16 – Meilleur recouvrement observe´ entre un mode et un changement de conformation,
en fonction du nombre de modes ne´cessaires (”utiles”) a` la description de ce dernier. Dix chan-
gements de conformation diffe´rents ont e´te´ conside´re´s. Les modes normaux ont e´te´ obtenus soit
avec un mode`le de re´seau e´lastique, a` partir de la structure cristallographique (cercles noirs) ou
d’une structure dont l’e´nergie a e´te´ minimise´e (cercles vides), soit avec une approche standard
(e´toiles).
d’e´nergie est du meˆme ordre de grandeur que celle du changement de conformation (voir
Table 1). Notez qu’en ce qui concerne l’ADN polyme´rase β, on passe d’une description a`
”quelques modes” (neff = 5.0),
39 proche de ce qui a e´te´ montre´ pre´ce´demment dans le cas
de la guanylate kinase (neff = 3.7 ; voir Fig. 13) a` une description beaucoup plus diffuse
(neff = 20.6), qui ressemble plus a` ce que l’on attend lorsqu’on projette un mouvement
collectif sur une base de coordonne´es dont certaines sont collectives (voir Fig. 18).
La de´formation due aux minimisations d’e´nergie semble donc bien eˆtre responsable de la
(souvent tre`s relative) de´gradation de la relation modes de basse fre´quence - changement
de conformation, lorsqu’on passe d’un mode`le de re´seau e´lastique a` une repre´sentation
beaucoup plus de´taille´e. On peut donc penser que, dans le cadre d’une approche standard,
il faudrait pouvoir se passer de la minimisation d’e´nergie. Si l’on calcule directement les
valeurs et vecteurs propres de H a` partir d’une structure cristallographique, on constate,
d’une part, que H a un grand nombre de valeurs propres ne´gatives, d’autre part, que
neff a une valeur plus e´leve´e que lorsqu’on e´tudie une structure dont l’e´nergie a e´te´
minimise´e. Meˆme si les valeurs propres ne´gatives sont associe´es a` des mouvements le plus
souvent localise´s (ceux de quelques atomes dont l’e´nergie d’interaction est particulie`rement
e´leve´e), il semble que cela ”perturbe” significativement les autres vecteurs propres de H
(sans doute parce qu’ils doivent, par de´finition, eˆtre orthogonaux les uns aux autres).
Partir de structures dont l’e´nergie a e´te´ partiellement minimise´e ame´liore nettement la
qualite´ des re´sultats obtenus, sans permettre toutefois de faire mieux (en ce qui concerne
les valeurs de neff ) que ce qu’on obtient avec un mode`le de re´seau e´lastique, en partant
de la structure cristallographique (re´sultats non montre´s).
39Pour plus de de´tails, voir [51].
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Fig. 17 – Evolution du nombre de modes ne´cessaires a` la description d’un changement de
conformation, lorsque ceux-ci ont e´te´ obtenus avec un mode`le de re´seau e´lastique et lorsqu’on
passe de la structure cristallographique (cercles noirs) a` une structure dont l’e´nergie a e´te´ mi-
nimise´e (cercles vides), en fonction du nombre de modes ne´cessaires a` cette description, lorsque
ceux-ci ont e´te´ obtenus avec une approche standard. Les cas de la guanylate kinase (Gk), de
l’ade´nylate kinase (Adk), de la prote´ase du VIH-1 sous forme monome´rique (Pr) et de l’ADN
polyme´rase β (Pol) sont e´tiquete´s. La ligne pointille´e permet de mieux visualiser la diagonale.
Pour pouvoir e´tudier, dans le cadre d’une approche standard, des structures voisines de la
structure cristallographique, mais d’e´nergie parfaitement minimise´e, nous avons choisi d’y
inclure un re´seau e´lastique, c’est-a`-dire de de´crire nos syste`mes avec une fonction e´nergie
de la forme suivante :
E = ECharmm +
1
2
kenm
∑
d0ij<Rc
(dij − d0ij)2
ou` ECharmm est la fonction e´nergie de CHARMM[21], telle que nous l’avons utilise´e jus-
qu’ici, et ou` kenm est la constante de force des ressorts e´tablis entre les paires de Cα situe´s
a` moins de Rc A˚ngstro¨ms les uns des autres dans la structure cristallographique (Rc=10A˚
ci-apre`s, comme lors des calculs pre´ce´dents). Des mode`les de ce type ont de´ja` e´te´ propose´s,
avec l’ide´e de ne de´crire a` l’e´chelle atomique que les portions les plus inte´ressantes d’une
structure, ses sites de fixation par exemple[56].
Dans notre cas, lorsque kenm a une valeur e´leve´e, la minimisation d’e´nergie permet aux
chaines late´rales et aux liaisons peptidiques de se re´arranger, sans que la position rela-
tive des Cα ne change de manie`re significative. En pratique, pour chacune des quatres
prote´ines ”e´tiquete´es” dans la Figure 17, une se´rie de minimisations d’e´nergie a e´te´ ef-
fectue´e, avec des valeurs de kenm de´croissantes (kenm=100, 90,..., 10, 9,..., 1, 0.9,..., 0.1,
0.09,..., 0.01, 0 kcal/mole.A˚2), en partant a` chaque fois de la structure obtenue a` l’issue
de la minimisation pre´ce´dente. Pour chaque structure obtenue, les modes normaux ”stan-
dards” ont e´te´ calcule´s, puis compare´s au changement de conformation correspondant.40
40Notez qu’avec de tels mode`les mixtes, il s’agit de ”vrais” calculs standards : la prote´ine est de´crite
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Fig. 18 – Description du changement de conformation de l’ADN polyme´rase β, avec deux
ensembles de modes calcule´s avec un mode`le de re´seau e´lastique. Cercles noirs et ligne continue :
en partant de la structure cristallographique. Cercles vides et ligne brise´e : en partant de la
structure relaxe´e.
La Figure 19 montre la variation du nombre de modes utiles (voir eqn. 12) par rapport a`
ce que l’on a obtenu, au mieux, avec un mode`le de re´seau e´lastique, c’est-a`-dire en partant
de la structure cristallographique, en fonction de l’amplitude de la de´formation due a` la
minimisation. Sauf dans le cas de la prote´ase du VIH-1 sous forme monome´rique (non
montre´), les modes de vibration de la plupart des structures a` plus de ∼0.1 et a` moins
de ∼0.5A˚ de la structure cristallographique permettent de mieux de´crire le changement
de conformation correspondant. Par exemple, dans le cas de la guanylate kinase, pour les
structures a` environ 0.5A˚, on passe de neff=3.7 (voir Fig. 13) a` neff=2.6 (variation de
-1.1). A ce stade du processus kenm est de l’ordre de 0.5 kcal/mole.A˚
2.
Pour confirmer le fait qu’une faible de´formation permet de re´duire le nombre de modes
ne´cessaire a` une description correcte du changement de conformation fonctionnel d’une
prote´ine, on peut suivre le recouvrement cumule´. Dans la Fig. 20, le cumul est effectue´
pour les dix modes qui contribuent le plus a` la description. On constate que notre protocole
permet d’ame´liorer progressivement cette quantite´, l’amplitude de de´formation optimale
e´tant plus ou moins marque´e. Dans le cas ou` elle l’est le plus nettement, c’est-a`-dire
dans le cas de l’ADN polyme´rase β, on peut penser que cela est du a` la nature de la
structure e´tudie´e. En effet, il s’agit de celle d’un complexe binaire, prote´ine-ADN (code
PDB 1BPX), le changement de conformation conside´re´ se produisant suite a` la fixation
d’un troisie`me partenaire (un nucle´otide). Or nos calculs furent effectue´s en partant de la
prote´ine ”isole´e”. Il est donc fort probable que cette dernie`re se de´forme en s’e´loignant plus
nettement de la structure cristallographique que ne le ferait le complexe prote´ine-ADN.
Dans le cas de la prote´ase du VIH-1 sous forme monome´rique (cas non montre´), les modes
de vibration du mode`le mixte permettent de mieux de´crire son changement de conforma-
tion que ceux obtenus avec une approche standard (lorsque kenm=2-5 kcal/mole.A˚
2), mais
a` l’e´chelle atomique, son e´nergie, qui inclut un terme de solvatation implicite, est minimise´e, on obtient
six valeurs propres nume´riquement nulles, etc.
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Fig. 19 – Variation du nombre de modes utiles, lorsqu’on passe d’un mode`le de re´seau e´lastique a`
un mode`le mixte, en fonction de l’amplitude de la de´formation (Cα-r.m.s.) due aux minimisations
d’e´nergie. Etoiles : ade´nylate kinase. Cercles pleins : guanylate kinase. Cercles vides : ADN
polyme´rase β.
la qualite´ de la description (neff=14-16) reste en dec¸a de ce qu’on peut obtenir avec un
mode`le de re´seau e´lastique (neff=11.2 ; notez toutefois que meˆme dans ce dernier cas, il
s’agit d’un nombre relativement e´leve´).
6 Applications
6.1 Inte´gration des e´quations du mouvement
Puisqu’on peut de´crire tre`s correctement les changements de conformation de nombreuses
prote´ines avec quelques modes seulement, on pourrait croire que pre´dire ces derniers
est une taˆche relativement aise´e, puisqu’il devrait suffire d’explorer le voisinage d’une
structure connue en se de´plac¸ant le long des quelques coordonne´es correspondantes. Plus
pre´cise´ment, il devrait suffire d’inverser la relation (5), ce qui donne :
ri = r
0
i +
1√
mi
Nm∑
k
aikqk (13)
ou` Nm est le nombre de modes utilise´s (Nm = 3N , au maximum) et ou` qk est l’am-
plitude choisie pour le mode k. Le principe serait d’explorer l’espace des conformations
correspondant a` une valeur de Nm faible, moins de dix par exemple.
Il y a la` plusieurs difficulte´s. La premie`re : le paysage e´nerge´tique au voisinage d’une
structure est complexe et il n’est pas du tout e´vident d’y trouver les barrie`res d’e´nergie
les plus basses. La seconde : dans ce type de recherche, les imperfections de la fonction
e´nergie utilise´e vont introduire un biais favorisant une famille de minima et de points de
transition qui peut ne pas inclure ceux qui sont sur le(s) chemin(s) suivi(s) par la prote´ine
pour passer d’une conformation a` une autre. De fait, toute une se´rie de me´thodes ont
e´te´ propose´es pour essayer de re´soudre une version plus simple du proble`me, celle de la
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Fig. 20 – Qualite´ de la description d’un changement de conformation avec dix modes de vi-
bration d’un mode`le mixte, en fonction de l’amplitude de la de´formation (Cα-r.m.s.) due aux
minimisations d’e´nergie. Etoiles : ade´nylate kinase. Cercles pleins : guanylate kinase. Cercles
vides : ADN polyme´rase β.
recherche du (ou des) chemin(s) suivi(s), lorsqu’on connait de´ja` les structures des points
de de´part et d’arrive´e, notamment par Ron Elber et Martin Karplus[57], Anass Ech-Cherif
El-Kettani et Jean Durup[58], Stefan Fischer et Martin Karplus[59], Christophe Guilbert,
David Perahia et Lilianne Mouawad[60], etc.
Une autre difficulte´, sans doute un peu moins e´vidente : dans l’approximation harmonique,
a` une interaction locale forte, une liaison covalente par exemple, ne correspond qu’un seul
mode de vibration, c’est-a`-dire une seule coordonne´e. Ne pas faire varier cette coordonne´e,
cela ne signifie donc pas maintenir la longueur de cette liaison constante, mais maintenir
constante la projection de cette liaison le long de la direction qu’elle avait lorsque les
modes de vibration ont e´te´ calcule´s. De ce fait, tout de´placement le long d’un mode qui
entraine un changement de l’orientation d’une liaison covalente sera pe´nalise´.
Avec David Perahia, lors de mon travail de the`se[20], nous avions rencontre´ cette diffi-
culte´ en essayant d’utiliser l’eqn. 13 pour re´soudre les e´quations du mouvement. En effet,
comme l’indique l’eqn. 4, a` e´nergie donne´e, plus la fre´quence d’un mode est basse plus
son amplitude est grande. Eˆtre en mesure de ne´gliger les modes de haute fre´quence au-
rait plusieurs avantages : d’une part, permettre de re´soudre les e´quations du mouvement
avec un pas d’inte´gration plus grand, puisque ce dernier est relie´ a` la valeur de la plus
haute fre´quence qui doit eˆtre prise en compte, d’autre part, rapprocher les trajectoires
de ce qu’elles sont en re´alite´, puisqu’on sait que les modes de haute fre´quence ne sont
pas ”active´s” (excite´s) a` tempe´rature ordinaire (hν > kbT ). De fait, des me´thodes per-
mettant de re´soudre les e´quations du mouvement en pre´sence de contraintes applique´es
aux longueurs des liaisons covalentes ont e´te´ propose´es tre`s pre´coce´ment[61]. Elles per-
mettent d’utiliser un pas d’inte´gration deux a` trois fois plus grand. Malheureusement,
du fait de l’artefact mentionne´ ci-dessus, lorsqu’on re´sout les e´quations du mouvement
dans le sous-espace associe´ aux seuls modes de basse fre´quence, si on peut en effet le faire
avec un pas d’inte´gration bien plus grand que d’ordinaire (jusqu’a` vingt-trente fois), l’am-
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Fig. 21 – Comparaison du changement de conformation propose´ pour la rhodopsine lors de son
activation par la lumie`re et de chacun des modes de vibration de sa forme ”inactive”, calcule´s
avec un mode`le de re´seau e´lastique. Cercles noirs et ligne continue : recouvrement cumule´, dans
le cas du mouvement propose´ par G. Nikiforovich et G. Marshall. Ligne brise´e : recouvrement
cumule´, dans le cas du mouvement observe´ par K. Palczewski et al.
plitude des mouvements atomiques obtenus est re´duite (d’un facteur deux environ[20]).
Bien suˆr, si le syste`me e´tudie´ est moins he´te´roge`ne qu’une prote´ine, cet artefact peut ne
pas se manifester, comme cela a e´te´ montre´ par la suite dans le cas de cristaux ou de
verres[62, 63].
Dans le cas des prote´ines, avec Juan Elezgaray, nous avons propose´ deux fac¸ons d’utiliser
le sous-espace associe´ aux modes de basse fre´quence pour re´soudre les e´quations du mou-
vement. Dans la premie`re, un poids faible est donne´ aux interactions topologiques (liaisons
covalentes, angles de valence, angles die`dres) ce qui permet de se de´barasser des modes de
vibration localise´s et, ainsi, de l’artefact de´crit ci-dessus. Cela nous a permis de produire
des trajectoires d’une petite prote´ine, le BPTI, en utilisant un pas d’inte´gration de 10-20
fsec (au lieu de 1-2 fsec, avec les approches traditionelles) tout en obtenant des ampli-
tudes correctes pour les mouvements atomiques[64]. Dans la seconde, on conside`re qu’une
prote´ine est un ensemble de corps semi-rigides, les coordonne´es associe´es a` chacun de ces
corps correspondant, d’une part, a` leurs mouvements de rotation et de translation, d’autre
part, a` quelques-uns de leurs modes de basse fre´quence. Cette me´thode, tre`s proche de
celle propose´e pre´ce´demment sous le nom de MBO(N)D[65], permet d’effectuer des trajec-
toires a` haute tempe´rature (800K), sans que la prote´ine ne se de´nature[66]. Notez qu’une
tempe´rature e´leve´e permet d’acce´le´rer l’exploration de la surface d’e´nergie.
6.2 Validation de changements de conformation
Puisqu’on observe un lien peu e´vident entre les mouvements fonctionnels des prote´ines et
leurs modes de vibration, on peut faire l’hypothe`se que lorsqu’on n’observe pas ce lien,
c’est parce qu’il ne s’agit pas d’un mouvement (vraiment) fonctionnel, au moins lorsque
le mouvement concerne´ est (plus ou moins) hypothe´tique.
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Par exemple, la structure de la forme inactive (en absence de lumie`re) de la rhodopsine,
une prote´ine membranaire inte´grale, a e´te´ obtenue en 2000[67]. Comme la rhodopsine est
le prototype d’une famille de prote´ines tre`s importantes du point de vue pharmacologique,
celle des re´cepteurs couple´s aux prote´ines G, un effort important a e´te´ fait pour essayer
de ”deviner” la nature de son changement de conformation, dans les millisecondes qui
suivent l’absorption d’un photon.41 Notamment, en introduisant une cyste´ine a` l’extre´mite´
cytoplasmique de l’he´lice C et une autre a` diverses positions dans l’he´lice F, puis en
modifiant ces cyste´ines de fac¸on a` ce que leur interaction soit de´tectable, d’une fac¸on
qui de´pende de leur distance,42 Gobind Khorana et ses collaborateurs ont montre´ que
des mouvements de grande amplitude se produisent lors de l’activation[68]. Par la suite,
Gregory Nikiforovich et Garland Marshall ont propose´ un mode`le compatible avec les
variations de distances mesure´es par G. Khorana et al (code PDB 1OV0 [69]). On peut
donc comparer les modes de la meilleure structure connue de la rhodopsine (code PDB
1U19) avec le mouvement propose´ par G. Nikiforovich et G. Marshall.43 Comme on le voit
sur la Figure 21, ce dernier peut eˆtre assez bien de´crit en ne prenant en compte que les
trois premiers modes de la rhodopsine. En comparant avec les Figures 9 et 13, on constate
cependant que dans le cas de ce mouvement de la rhodopsine beaucoup trop de modes
sont ne´cessaires pour arriver a` en de´crire plus de 80% (recouvrement cumule´ de plus de
0.8). On peut donc penser que le mouvement propose´ par G. Nikiforovich et G. Marshall
est une bonne premie`re approximation, mais qu’il demande a` eˆtre affine´, afin de mieux
ressembler a` un changement de conformation ”naturel”.
A` l’aune de notre me´thode de validation, ce mouvement semble en tout cas plus convain-
cant que celui propose´ re´cemment par Krzysztof Palczewski et ses collaborateurs, sur une
base pourtant expe´rimentale. Ceux-ci ont en effet re´ussi a` faire croˆıtre des critaux de
rhodopsine qui re´sistent a` une illumination et a` de´terminer la structure de la conforma-
tion ainsi obtenue (code PDB 2I37[70]). Pourtant, quand on compare le mouvement ainsi
de´fini aux modes de la rhodopsine, on constate qu’aucun de ces derniers ne permet de le
de´crire correctement, fut-ce de manie`re partielle. On doit donc en conclure qu’il ne s’agit
probablement pas du changement de conformation fonctionnel de la rhodopsine. De fait,
le mouvement observe´ par K. Palczewski et al est de relativement faible amplitude (Cα-
r.m.s. de 1-2A˚), par rapport a` ce que les donne´es obtenues par G. Khorana et al sugge`rent
(Cα-r.m.s. de 4-5A˚[68, 69]).
Dans le cas du canal me´canosensible d’E. Coli, comme nous l’avions constate´ avec He´le`ne
Valadie´, Jean-Jacques Lacape`re et Catherine Etchebest, si l’on compare le mouvement
d’ouverture propose´ par Sergei Sukharev et ses collaborateurs[71] aux modes de vibration
de la forme ferme´e (code PDB 1MSL), on constate qu’une dizaine de ces derniers suffisent
pour le de´crire tre`s correctement (recouvrement cumule´ d’environ 0.8[72]). On peut donc
en conclure que dans ce cas le calcul des modes de vibration ”valide” le mouvement
propose´ (plus pre´cise´ment : qu’il s’agit d’un argument en sa faveur).
41Passage de l’e´tat ”Meta I” a` l’e´tat ”Meta II”.
42Via la technique du ”Spin labelling”.
43Travail en cours.
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6.3 Ajustement dans des enveloppes a` basse re´solution
Les progre`s re´alise´s ces dernieres anne´es dans le domaine de la cryomicroscopie e´lectronique
ont permis d’obtenir des structures a` ”basse” re´solution44 pour de nombreuses prote´ines.
L’un des avantages de cette technique est qu’elle ne requiert aucune pre´paration pre´alable
de l’e´chantillon e´tudie´ : il suffit de le congeler. Cela a permis, notamment, d’obtenir de
nombreuses conformations diffe´rentes de syste`mes complexes, tels le ribosome.
Dans le cas ou` la structure d’une conformation est de´ja` connue a` haute re´solution, des
de´formations le long de ses modes normaux de basse fre´quence (eqn. 13) peuvent eˆtre faites
de fac¸on a` ajuster la structure dans l’enveloppe obtenue par cryomiscroscopie. Ce type
d’applications a e´te´ teste´ par Florence Tama lors de son se´jour postdoctoral chez Charles
L. Brooks, en prenant pour exemple les donne´es de Mikel Valle et Joachim Frank[17].
Cette approche, reprise depuis par M. Delarue et al[73], K. Hinsen et al[74], a notamment
permis de proposer une structure a` haute re´solution pour un complexe entre un canal
membranaire et un ribosome en train de fonctionner[75].
Re´cemment, avec Karsten Suhre et Jorge Navazza, nous avons mis au point NORMA, un
ensemble de scripts de´sormais disponible sur la Toile (http ://elnemo.ens-lyon.fr/NORMA)
qui permet d’effectuer ce type d’ajustement flexible de manie`re ”presse-bouton”. Des
structures de prote´ines du rotavirus ont depuis e´te´ de´termine´es ainsi[76].
6.4 Remplacement mole´culaire
De nombreuses structures cristallographiques sont obtenues par la technique dite du ”rem-
placement mole´culaire”. Celle-ci s’applique lorsqu’on connait de´ja` une structure ”proche”
de celle que l’on souhaite de´terminer. On se sert alors de cette dernie`re pour re´soudre le
proble`me des phases, en lieu et place de me´thodes plus couˆteuses en temps humain, et
aussi plus ale´atoires, comme la technique du remplacement isomorphe.
Cependant, si la structure que l’on souhaite de´terminer a une conformation significati-
vement diffe´rente de celle qui est de´ja` connue, le remplacement mole´culaire ne permet
pas d’obtenir une solution. C’est pourquoi, avec K. Suhre, nous avons propose´ d’utiliser
cette technique en partant d’ensembles de conformations ge´ne´re´es en de´formant une struc-
ture le long de ses modes de basse fre´quence (eqn. 13). En pratique, les de´formations le
long d’un ou deux modes sont syste´matiquement e´chantillonne´es, l’amplitude maximum
de la de´formation e´tant fixe´e.45 Puis chaque conformation obtenue est teste´e, celles qui
permettent de re´soudre le proble`me des phases devant correspondre a` des de´formations
d’amplitude voisine[77]. Au meˆme moment que nous, Marc Delarue et Philippe Dumas
proposaient une me´thode voisine dans laquelle l’e´chantillonnage est remplace´ par une
optimisation de l’amplitude des de´formations[73]. D’autres variantes ont e´te´ propose´es
depuis[78, 79], et quelques structures ont e´te´ re´solues en utilisant l’une ou l’autre de ces
approches (voir, par exemple, les refs. [80, 81]). La noˆtre vient d’eˆtre imple´mente´e dans
PHASER[82], un logiciel largement utilise´ dans la communaute´ des cristallographes, ce
qui devrait permettre de vulgariser son utilisation.
44Facteur R de 8-20A˚.
45Au-dela` de 2A˚ de Cα-r.m.s., il faut s’affranchir d’effets artefactuels, par exemple en minimisant
l’e´nergie des conformations ainsi obtenues.
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Fig. 22 – Variation des distances entre paires de re´sidus, lors du mouvement de plus basse
fre´quence des deux premiers domaines du CD4. Ne sont indique´es que les paires de re´sidus dont
la distance varie d’au moins 50% de plus que ne le fait la moyenne des paires. Un meˆme signe
(Plus ou Etoile) indique que les distances conside´re´es varient dans le meˆme sens.
6.5 Pre´diction du changement de conformation du CD4
6.5.1 A partir des modes de vibration
Les re´sultats que nous avions obtenus avec Osni Marques, dans le cas de la citrate
synthase[24] (voir p13), m’avaient convaincu qu’il devrait eˆtre possible de ”deviner” la
nature du changement de conformation fonctionnel d’une prote´ine, puisque cela revient a`
eˆtre capable de choisir celui qui, parmi ses modes de basse fre´quence, doit ressembler le
plus a` ce mouvement.
Songeant, de manie`re manifestement trop directe,46 a` des applications the´rapeutiques,
j’avais tente´ de trouver des prote´ines implique´es dans des maladies bien e´tudie´es (pour
avoir suffisament de donne´es expe´rimentales), mais elles-meˆmes quelque peu de´laisse´es.47
Mon choix s’e´tait porte´ sur le CD4, le re´cepteur du VIH-1,48 en partie parce que l’ide´e de
chercher des mole´cules capables d’empeˆcher l’entre´e du virus dans une cellule me paraissait
plus raisonnable que la voie privile´gie´e alors, a` savoir l’empeˆcher de s’y multiplier.49
Le CD4 est une prote´ine transmembranaire dont la partie extracellulaire comporte quatre
domaines de type immunoglobuline. Le VIH-1 se fixe sur le premier, le plus loin des
quatre par rapport a` la membrane. A l’e´poque,50 la structure de cette partie extracellulaire
n’e´tait connue que par fragments et c’est pourquoi les calculs de modes de vibration furent
effectue´s en partant de structures ne comprenant que les deux premiers domaines. Dans
les trois cas conside´re´s,51 les re´sultats furent tre`s similaires : les trois modes de plus basse
46L’impatience de la jeunesse, sans doute.
47Pour n’avoir qu’une pile de taille raisonnable d’articles a` lire.
48Au moment ou` j’ai commence´ a` travailler sur ce sujet, les co-re´cepteurs n’e´taient pas connus.
49Des ”inhibiteurs d’entre´e” ont pris place ces dernie`res anne´es dans l’arsenal the´rapeutique[83].
50Il y a un peu plus de dix ans, donc.
51Trois structures avaient e´te´ de´termine´es par les groupes de R.W. Hendrickson[84] et S.C. Harisson[85] ;
codes PDB : 1CDH, 1CDI et 3CD4. Ces structures sont a` moins de un A˚ngsto¨ms de Cα-r.m.s. les unes
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fre´quence correspondent a` des mouvements quasi-rigides d’un domaine immunoglobuline
par rapport a` l’autre[86, 87]. Ceci n’e´tait pas vraiment inattendu, meˆme si l’interface
entre les deux premiers domaines du CD4 est particulie`rement grande[84]. Ce qui fut par
contre une surprise, c’est la fac¸on dont les boucles BC et FG du second domaine (re´sidus
120-127 et 162-167, respectivement) ”accompagnent” le mouvement du premier domaine,
comme on peut le deviner sur la Figure 22, qui montre les variations de distances entre
paires de re´sidus lors du mouvement de plus basse fre´quence.52
Or, c’est dans ces boucles-la` qu’ont e´te´ trouve´es les deux seules mutations du second
domaine du CD4 qui abaissent de manie`re significative son affinite´ pour Gp120, la prote´ine
de surface du VIH-1.53 Dans le premier cas, il s’agit d’une triple mutation : P121S + P122K
+ G123V[88] ; dans le second, de l’insertion d’un dipeptide, Ser-Arg, apre`s Asn 164[89].
Une autre re´sultat expe´rimental semble aussi indiquer que l’affinite´ du CD4 pour Gp120
de´pend (en partie) de portions de la structure qui ne sont pas en interaction directe avec
Gp120. En effet, si l’on inse`re les re´sidus 36-62 du CD4 humain en lieu et place de leurs
homologues du CD4 du rat,54 on trouve que la chime`re ainsi obtenue a une affinite´ deux
fois moindre pour Gp120[90].
De plus, les boucles BC et FG sont proches ou font partie d’e´pitopes reconnus par des
anticorps monoclonaux capables d’alte´rer l’infectivite´ du VIH-1, sans toutefois perturber
de manie`re significative l’interaction du CD4 et de Gp120.55 On verra ci-apre`s que ce fait,
qui m’avait paru eˆtre un argument fort en faveur de la ne´cessite´ d’un mouvement relatif
des deux premiers domaines du CD4, pre´alablement a` la fusion cellule-VIH-1[87], peut
avoir (au moins) un autre type d’explication.
6.5.2 Rebondissement
En 2002, Philip Hogg et son e´quipe ont montre´ qu’il se passe effectivement ”quelque
chose” au niveau du second domaine du CD4, et que ce quelque chose est ne´cessaire au
processus qui permet au VIH-1 d’entrer dans une cellule[93]. Il s’agit cependant d’une
se´rie d’e´ve`nements manifestement plus complexe qu’un simple mouvement relatif de deux
domaines structuraux. Tout d’abord, a` la surface de certains types cellulaires, le CD4
peut dime´riser. De plus, ce dime`re est covalent[94] et ce sont les cyste´ines 130 et 15956 qui
lient les deux monome`res, via une paire de ponts disulfures[93]. De plus, si l’on fait re´agir
le CD4 avec un compose´ capable de se greffer sur une paire de fonctions thiols libres, on
constate que l’entre´e du VIH-1 est fortement inhibe´e, un effet que l’on observe pas dans
le cas du mutant C130A + C159A[93]. Or, dans le CD4 sous forme monome´rique, toutes
les cyste´ines sont implique´es dans des ponts disulfures[84, 85] (y compris les cyste´ines 130
et 159).
Tout se passe donc comme si le pont disulfure du second domaine devait se rompre,
pour que l’entre´e du VIH-1 dans la cellule devienne possible. De fait, ce pont disulfure
des autres.
52Obtenu en partant comme pre´ce´demment[86] de la structure 3CD4, avec un calcul standard, mais
cette fois en incluant le terme de solvant implicite EEF1.1, de´veloppe´ entretemps[14, 29].
53A` l’e´poque ou` l’on cherchait a` de´terminer quel est l’e´pitope reconnu par Gp120.
54Les deux se´quences ont un taux d’identite´ de l’ordre de 50%.
55L’anticorps, tel 5A8[91, 92], le CD4 et Gp120 pouvant former des complexes ternaires.
56Dans le second domaine, donc.
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Fig. 23 – Angle die`dre d’un pont disulfure, en fonction de la distance entre les Cα des deux
cyste´ines, pour un ensemble de 1908 structures non redondantes et de bonne qualite´ (R < 1.8A˚).
Les lignes pointille´es indiquent les valeurs d’e´quilibre, telles qu’observe´es dans des syste`mes
mode`les[95, 96].
est atypique : alors que dans un domaine immuglobuline standard le pont disulfure lie
ensemble les deux feuillets β qui se font face, dans le second domaine du CD4 il lie deux
brins d’un meˆme feuillet. De plus, ces deux brins e´tant coˆte a` coˆte, ce pont ne peut se
former qu’avec une conformation inhabituelle, moins favorable e´nerge´tiquement parlant.
De fait, la distance entre les Cα des cyste´ines 130 et 159 est de 3.9A˚, parmi les plus courtes
observe´es (voir Fig. 23), et l’angle die`dre du pont disulfure qu’elles forment (χ3) a une
valeur (positive) nettement plus grande que ce l’on observe d’ordinaire : 109˚ (au lieu de
±83 ; voir Fig. 23). Ce pont disulfure fait d’ailleurs partie d’une cate´gorie de ponts qui
s’ave`rent souvent re´actifs, que Philip Hogg et ses collaborateurs ont propose´ d’appeller
”cross-strand disulfides”[97].
6.5.3 Entrelacement de domaines
Quoiqu’il en soit, ce pont est enfoui au coeur du second domaine et il n’est pas e´vident
d’imaginer comment, une fois rompu, les cyste´ines 130 et 159 peuvent ensuite participer
a` des ponts disulfures inter-monome`res. La solution (probable) est donne´e par un cas
aux caracte´ristiques similaires, celui du prion. Lorsque la structure de cette prote´ine fut
de´termine´e par RMN[98], ce fut sous forme monome`rique. Mais lorsqu’elle le fut ensuite
par cristallographie des rayons X, ce fut cette fois sous une forme dime´rique[99]. De
plus si, dans les deux cas, un pont disulfure est e´tabli entre les cyste´ines 179 et 214,
dans le second, il lie covalemment les deux monome`res. Cela s’ave`re possible grace a` un
phe´nome`ne qu’on peut appeler ”entrelacement de domaines”.57 Le principe est le suivant :
la prote´ine est constitue´e de deux domaines A et B, relie´s par une boucle, L (comme
”linker”). Quand elle dime´rise, on peut observer soit un dime`re normal, dans lequel les
monome`res sont accole´s, AB :B’A’, soit une forme ”entrelace´e”, AB’ :BA’. Si l’on compare
57Une traduction de ”3D domain-swapping” due a` Joseph Parello.
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ces deux formes (comparaison possible par exemple dans le cas du CD2[100, 101] ; voir
ci-dessous), on constate que seule la conformation de la boucle L change, passant d’une
forme ”coude´e”, dans le dime`re accole´, a` une forme ”e´tendue”, dans le dime`re entrelace´,
ce qui lui permet de ”sauter” d’un monome`re a` l’autre. De plus, si, comme dans le cas
du prion, un pont disulfure est e´tabli entre une cyste´ine du domaine A et une autre du
domaine B alors, dans la forme entrelace´e, ces deux ponts disulfures lient les monome`res
entre eux, contribuant notamment a` la stabilite´ de cette forme dime´rique.58 Il est d’ailleurs
possible que la capacite´ qu’a le prion a` adopter une forme entrelace´e ait un rapport avec sa
pathoge´nicite´, puisque de nombreuses mutations implique´es dans des maladies ge´ne´tiques
sont localise´es au voisinage ou entre les cyste´ines 179 et 214 (D178N, V180I, T183A...,
E211Q, Q212P59).
Quoiqu’il en soit, j’ai voulu ve´rifier que c’est bien ce qui se passe dans le cas du CD4. D’un
point de vue pratique, si l’on connait la forme dime´rique normale (accole´e), il doit (ou
devrait) eˆtre relativement facile de dire si ce type de changement de conformation peut
ou non se produire. En effet, la plupart des interactions qui stabilisent les deux types de
dime`res sont identiques, puisque seules changent les interactions que L fait avec A et B,
ainsi que la conformation de L. Dans le cas du CD2, la forme dime´rique accole´e est connue
(code PDB 1HNG), en tant que paire de ”voisins” dans la maille cristalline[100].60 Partant
de cette forme, on peut essayer de retrouver la forme entrelace´e et voir si des protocoles de
mode´lisation standard permettent de dire laquelle des boucles du CD2 est le linker. J’avais
choisi le protocole suivant, au cours duquel chaque boucle est teste´e. Pour ce faire, elle
est coupe´e en position i et relie´e a` l’acide amine´ i+1 de l’autre monome`re. A ce stade, une
e´nergie topologique importante est introduite (la longueur de la ”nouvelle” liaison entre
les acides amine´s i et i+1 peut eˆtre de plus de dix A˚ngstro¨ms). La boucle est donc relaxe´e,
en pre´sence de contraintes harmoniques sur le reste de la structure. Lors d’une premie`re
e´tude de ”faisabilite´”, cette e´tape fut effectue´e via une combinaison de minimisations
d’e´nergie et de simulations de dynamique molc´ulaire a` tempe´rature ordinaire. De plus,
pour augmenter les chances d’atteindre les meilleures conformations du linker (celles de
plus basse e´nergie), de nombreux points de de´part diffe´rents furent teste´s (notamment
trois points de coupure : soit au de´but, soit au milieu, soit a` la fin de la boucle). Au
total, pour chaque boucle, vingt relaxations inde´pendantes furent effectue´es, et parmi
les vingt conformations de plus basse e´nergie ainsi obtenues, les dix meilleures furent
retenues. Les re´sultats sont les suivants[104] : le linker observe´ expe´rimentalement est
bien la boucle qui se trouve avoir, a` la fin du protocole d’optimisation, a` la fois la tension
la plus basse et l’e´nergie d’interaction avec le reste de la structure la plus favorable. De
plus, les quatre conformations de plus basse e´nergie du linker ainsi obtenues sont a` 1.8-2A˚
de la conformation observe´e dans la forme cristalline entrelace´e (alors que les autres sont
a` plus de 4A˚).
Dans le cas du CD4, en partant d’une forme accole´e trouve´e dans la maille du cristal de
la structure 1G9M[105],61 on constate qu’une forme entrelace´e est tout aussi possible (voir
58 Dans le cas du prion, la forme monome`rique est la plus stable et c’est le processus de cristallisation
qui ”se´lectionne” la forme entrelace´e[99].
59Voir http ://www.expasy.ch, se´quence PRIO HUMAN.
60Les deux monome`res d’une forme entrelace´e ont d’ordinaire une interface beaucoup moins importante
que lorsqu’il s’agit d’un dime`re ”standard”[102, 103].
61Deux autres formes furent aussi conside´re´es, sans succe`s[104]. La structure 1G9M est celle d’un com-
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Fig. 24 – Dime´risation du CD4. De la forme accole´e, observe´e dans la maille du cristal de la
structure 1G9M (en haut), a` la forme entrelace´e (en bas). C’est la boucle EF qui joue le roˆle de
linker. Les soufres des cyste´ines sont repre´sente´s par des sphe`res. Dans le second domaine, ils sont
lie´s via un pont disulfure qui est, soit intra-monome´rique (forme accole´e), soit inter-monome´rique
(forme entrelace´e).
Fig. 24), et que le linker le plus probable se situe, dans la se´quence, entre les deux cyste´ines
qui forment le pont disulfure implique´ dans sa dime´risation covalente[104]. Dans un tel
cas, l’entrelacement de domaines se traduit donc bien par un e´change de ponts disulfures,
le pont intra-monome`re devenant dans le dime`re un pont inter-monome`res. Philip Hogg et
ses collaborateurs ont depuis obtenu des donne´es expe´rimentales qui sugge`rent fortement
que la forme entrelace´e du CD4 pourrait eˆtre la forme fonctionelle in vivo, lorsque le CD4
joue son roˆle de co-activateur du complexe majeur d’histocompatibilite´ (CMH). Ceci nous
a conduit, Bryan Schmidt et moi-meˆme, a` proposer un mode`le pour le complexe CD4-
CMH(II)-TCR[106].
Par ailleurs, la ge´ometrie du CD4 sous forme dime´rique permet de proposer une expli-
cation en ce qui concerne la fac¸on dont agissent certains anticorps monoclonaux. Sur la
Figure 25, on voit par exemple que l’e´pitope de MT151, qui inhibe fortement la formation
de syncitia due a` l’infection par le VIH-1 sans toutefois perturber l’interaction du CD4
et de Gp120[107, 108, 89, 109, 110], est situe´ entre les deux monome`res. On peut donc
penser que lorsque MT151 interagit avec le CD4, la dime´risation de ce dernier ne doit plus
plexe Gp120-CD4-anticorps monoclonal. Le fait qu’une forme accole´e compatible avec un entrelacement
de domaines soit trouve´e dans un tel cas est un argument en faveur de l’hypothe`se que cette forme joue
un roˆle ”fonctionnel”.
38
Gln-94
Lys-1
Gln-165
Site de
fixation du
VIH-1
Fig. 25 – Les trois acides-amine´s connus pour faire partie de l’e´pitope de l’anticorps monoclonal
MT151.
eˆtre possible. Re´ciproquement, cela sugge`re que la dime´risation du CD4 est ne´cessaire, au
moins lors de certaines e´tapes du processus infectieux. On voit alors aussi qu’un mouve-
ment relatif des deux premiers domaines du CD4 devrait permettre de pouvoir positionner
plus pre´cise´ment les deux sites de fixation du CD4, augmentant l’affinite´ globale de ce der-
nier pour Gp120, ce qui permet de mieux comprendre comment des mutations a` l’interface
entre les deux domaines pourraient affecter cette dernie`re.
6.5.4 Perspectives
Le CD4 n’est pas le seul re´cepteur viral dont la partie extracellulaire soit constitue´ d’une
se´rie de domaines de type immunoglobuline. Ce n’est pas non plus le seul dont le site de
fixation du virus est situe´ au sommet du premier domaine, loin de la surface cellulaire.
D’autres cas sont connus, tels ICAM-1 (cinq domaines), le re´cepteur du rhinovirus, PVR
(trois domaines), le re´cepteur du poliovirus, etc. De plus, le site de fixation d’un autre
virus (l’herpe`s de type 7) se situe lui aussi sur le premier domaine du CD4. Il est donc
tentant de faire l’hypothe`se que ces virus utilisent une strate´gie similaire pour pe´ne´trer
dans une cellule. En d’autres termes, ils exploiteraient le meˆme type de ”point faible”,
qu’il pourrait s’ave´rer utile de connaitre plus en de´tails...
6.6 Autres pre´dictions
Par la suite, bien d’autres tentatives ont e´te´ faites pour essayer de relier structure et
fonction en e´tudiant les proprie´te´s dynamiques d’une prote´ine via le calcul de ses modes
de vibration, notamment par Ivet Bahar, Robert Jernigan et leurs collaborateurs. Avec le
mode`le du re´seau gaussien (voir p16), ils ont par exemple e´tudie´ une t-ARN synthe´tase[111],
la reverse transcriptase du VIH-1[112], la tryptophane synthase[113], etc. Dix ans plus
tard, il est devenu (relativement) difficile de trouver une prote´ine d’inte´reˆt biologique
dont la structure est connue et dont les modes de vibration n’ont pas de´ja` e´te´ analyse´s en
de´tails...
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7 Un mode`le de re´seau e´lastique anharmonique
7.1 Introduction
L’approximation harmonique (voir partie 2) permet, a` partir d’une structure, d’obtenir
des informations dynamiques beaucoup plus riches que ce que l’on pourrait en attendre,
a priori. Il est cependant bien e´vident que les contributions des termes anharmoniques
sont importantes[5, 114], ne serait-ce que lorsque des e´changes d’e´nergie se produisent
a` l’inte´rieur d’une structure. De manie`re ge´ne´rale : chaque fois que le syste`me est hors
d’e´quilibre. En effet, dans l’approximation harmonique, lorsque de l’e´nergie est donne´e a`
un mode de vibration a` t=0, celle-ci y reste ad eternam.62 Cette proprie´te´, a` la base de la
ge´ne´ralite´ de cette approximation, puisque c’est elle qui permet de re´soudre les e´quations
du mouvement et ce, meˆme lorsque le nombre de degre´s de liberte´ est grand, est tout
a` fait incongrue : lorsqu’on donne de l’e´nergie a` un mode, celle-ci doit diffuser vers les
autres modes, jusqu’a` ce qu’une situation d’e´quilibre soit atteinte, dans laquelle chaque
mode a kBT d’e´nergie, en moyenne.
7.2 Le mode`le choisi
Si l’on souhaite introduire des termes anharmoniques de manie`re contoˆle´e, la fac¸on la
plus directe de proce´der consiste a` e´tudier des syste`mes a` basse tempe´rature[115], ou bien
a` poursuivre le de´veloppement en se´rie de la fonction e´nergie potentielle standard (voir
eqn. 1), en incluant les termes cubiques[116, 117], quartiques, etc. Avec Francesco Piazza
et Paolo de los Rios, ce, dans le cadre de la the`se de Brice Juanico,63 nous avons choisi
d’explorer une autre voie, qui consiste a` complexifier peu a` peu les mode`les de re´seau
e´lastique, en essayant d’y mettre en e´vidence des phe´nome`nes non-line´aires de´ja` connus
par ailleurs. Nous avons commence´ notre se´rie d’e´tudes en adoptant la forme suivante
pour la fonction e´nergie, directement inspire´e du travail pionnier d’Enrico Fermi, John
Pasta et Stanislaw Ulam[118] :
Ep = kenm
∑
d0ij<Rc
[
1
2
(dij − d0ij)2 +
λanh
4
(dij − d0ij)4
]
(14)
Lorsque λanh=0, on retrouve la forme propose´e par M. Tirion (voir eqn. 8). Dans un
premier temps, nous avons choisi d’e´tudier le cas correspondant a` λanh=1. On sait en effet
qu’alors, au moins dans le cas de chaines, ou de pavages re´guliers, d’oscillateurs, on peut
mettre en e´vidence un phe´nome`ne singulier : la localisation non-line´aire d’e´nergie[119].
De plus, ce phe´nome`ne peut se manifester dans des conditions qui permettent de ne
faire aucune hypothe`se particulie`re en ce qui concerne ses caracte´ristiques (fre´quence,
localisation, etc) : lors du refroidissement d’un syste`me par ses extre´mite´s (dans le cas
d’une chaine) ou par ses bords (dans le cas d’un pavage)[120, 121, 122]. D’un point de vue
physique, ce phe´nome`ne correspond a` l’existence de modes de vibration non-line´aires, dont
les fre´quences sont (le plus souvent) supe´rieures aux plus hautes fre´quences harmoniques
du syste`me.
Dans un premier temps, nous avons ve´rifie´ que dans le cas de repre´sentations simplifie´es de
prote´ines dont le comportement est parfaitement harmonique (line´aire), si on ne met que
62On dit que les modes ne sont pas ”couple´s”.
63Soutenue en de´cembre 2007.
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Fig. 26 – Energie de deux acides-amine´s du second monome`re de la citrate synthase, en fonction
du temps. A t=0, la tempe´rature est de 10000K. Vers t=20 psec, du fait du refroidissement par
la surface, elle est de 300K. A t=75 psec, 75% de l’e´nergie du syste`me est concentre´e sur un seul
acide-amine´.
les atomes de surface en contact avec le solvant, la dissipation d’e´nergie hors de la prote´ine
peut devenir extre`mement lente[123], ainsi qu’on l’observe pour des syste`mes dans lesquels
le phe´nome`ne de localisation non-line´aire d’e´nergie peut se manifester[121, 124].
Dans un second temps, nous avons cherche´ a` mettre en e´vidence ce phe´nome`ne dans des
prote´ines, en de´crivant celles-ci avec notre mode`le non-line´aire (eqn. 14). La dissipation
d’e´nergie s’effectue, via un terme de friction,64 par la surface, de´finie comme e´tant com-
pose´e par les acides amine´s qui ont plus de 25A˚2 en contact avec le solvant. Ainsi, pour
les syste`mes que nous avons e´tudie´s, environ la moitie´ des acides amine´s font partie de la
surface. Par ailleurs, pour avoir des e´chelles de temps comparables a` celles des ”vraies”
prote´ines, on pose : kenm = 5 kcal/mole.A˚
2. Si de plus, comme pre´ce´demment, Rc=10A˚,
alors les valeurs des plus basses fre´quences sont voisines de celles qu’on obtient avec une
fonction e´nergie de type CHARMM[21].65
La Figure 26 montre l’e´volution de l’e´nergie de deux acides amine´s de la citrate synthase
(code PDB 1IXE) en fonction du temps.[125] Alors que, du fait de la friction en surface,
l’e´nergie totale du syste`me de´croit rapidement (elle est infe´rieure a` 200 kcal/mole a` t=75
psec), l’e´nergie de chacun de ces deux acides amine´s fluctue fortement, jusqu’a` atteindre
des valeurs supe´rieures aux valeurs initiales (60 kcal/mole par acide amine´, en moyenne,
a` t=0). Notez que vers t=32 psec, l’e´nergie passe de l’alanine 196B a` l’alanine 193B,
ou` elle reste jusqu’a` la fin de la simulation. Dans d’autres simulations, effectue´es avec
des conditions initiales diffe´rentes (mais toujours en partant d’une tempe´rature e´leve´e),
l’e´nergie se localise sur d’autres sites, la threonine 192B et la threonine 208A, notamment.
64β= 2 psec−1, une valeur standard pour un atome d’une prote´ine dans un environnement acqueux[116].
65On associe par ailleurs a` chaque Cα une masse correspondant a` la masse moyenne d’un acide amine´ :
110 a.m.u.
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Il est tentant de se demander si cette capacite´ qu’ont certains sites a` concentrer, puis
a` retenir, de l’e´nergie, ne pourrait pas eˆtre utilise´e par les macromole´cules biologiques,
notamment lorsque des barrie`res d’e´nergie doivent eˆtre franchies, par exemple lors des
processus catalytiques. Cette suggestion avait e´te´ faite de`s la fin des anne´es soixante-dix
par A.S. Davydov, qui pensait que la localisation d’e´nergie pourrait avoir lieu via dans des
re´seaux de liaisons hydroge`nes, notamment ceux implique´s dans les structures secondaires
des prote´ines[126].
Dans notre cas, la localisation se produit sur les sites les plus ”rigides” de la prote´ine. Or
il se trouve que Richard Lavery et ses collaborateurs ont re´cemment montre´ que les acides
amine´s implique´s dans le processus catalytique ont tendance a` eˆtre situe´s dans les portions
les plus rigides des enzymes[127], un fait qui n’est pas e´vident a` comprendre, a priori. En
effet, dans un mode`le a` gros grains, les portions les plus rigides sont aussi les plus denses,
ce qui semble incompatible au premier abord avec la ne´cessite´ qu’ont les re´sidus du site
actif d’entrer en contact avec les substrats de l’enzyme. Notre re´sultat permet en tout cas
de sugge´rer pourquoi ce pourrait eˆtre ne´cessaire : pour y amener un surcroˆıt d’e´nergie,
par rapport a` ce qui est normalement ”accessible” a` tempe´rature ordinaire.
8 Perspectives
8.1 Localisation d’e´nergie et activite´ catalytique
Les re´sultats brie`vement commente´s dans la partie pre´ce´dente ont e´te´ obtenus avec une
repre´sentation tre`s peu re´aliste des prote´ines. Il s’agira donc (notamment) d’essayer de
montrer que ce phe´nome`ne de localisation non-line´aire d’e´nergie peut aussi eˆtre mis en
e´vidence quand on utilise une repre´sentation plus de´taille´e.
8.2 Vers la pre´diction de changements de conformation
Le constat suivant est de´sormais bien e´tabli : il existe un lien entre le(s) changement(s) de
conformation fonctionnel(s) d’une prote´ine et ses modes de vibration de basse fre´quence.
Il s’agira, d’une part, de mieux comprendre l’existence meˆme de ce lien. En particulier
de re´pondre a` la question : comment se fait-il qu’on puisse l’observer lorsqu’on e´tudie
des mode`les qui ne prennent en compte aucun des de´tails de la structure ? (notamment :
la se´quence en acides amine´s de la prote´ine e´tudie´e). Il s’agira, d’autre part, d’essayer
d’exploiter ce lien a` des fins pre´dictives.
Pour ce faire, une premie`re voie consiste a` de´former la prote´ine e´tudie´e le long de ses modes
de basse fre´quence et a` voir si l’on peut ge´ne´rer ainsi des conformations compatibles
avec des donne´es expe´rimentales d’origine diverse (cristallographie, RMN, FRET, etc).
Plusieurs applications de ce type ont e´te´ re´cemment propose´es (voir la partie 6). Il s’agit
maintenant d’essayer de faire mieux connaitre cette approche, en continuant a` multiplier
les exemples, mais aussi en rendant son utilisation (encore) plus simple.
Une seconde voie, comple´mentaire, consiste a` utiliser les me´thodes de´veloppe´es re´cemment
afin d’explorer une surface d’e´nergie libre le long de quelques coordonne´es, en utilisant
comme coordonne´es celles qui sont associe´es aux modes de basse fre´quence d’une prote´ine.
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La plus connue de ces me´thodes est sans doute la ”me´ta-dynamique”, propose´e par Michele
Parrinello et son e´quipe[128].
De manie`re plus ge´ne´rale, le proble`me de la pre´diction d’un changement de conformation
est analogue a` celui du repliement des prote´ines. Comme ce dernier, il a deux facettes
inde´pendantes. Tout d’abord, il faut trouver une fac¸on d’explorer les possibilite´s confor-
mationelles d’une prote´ine qui permette de trouver la conformation recherche´e. Avoir la
possibilite´ de limiter le nombre de degre´s de liberte´ (en privile´giant les coordonne´es as-
socie´es aux modes de basse fre´quence) devrait permettre de simplifier grandement cet
aspect du proble`me. L’autre point concerne la capacite´ a` ”reconnaitre” la conformation
recherche´e, c’est-a`-dire a` e´valuer correctement son e´nergie (libre). On peut se´parer ces
proble`mes de deux fac¸ons. Tout d’abord, en ajoutant des termes e´nerge´tiques qui favo-
risent la conformation recherche´e, dans l’esprit des ”mode`les de Go”[50, 129] qui se sont
ave´re´s si fe´conds pour l’e´tude du repliement des prote´ines. Ceci permet de tester (et/ou
de de´velopper) les me´thodes de recherche conformationelle mais aussi d’avoir une ide´e des
termes qui dominent l’e´tat de transition. Enfin, on peut choisir d’e´tudier des prote´ines
dont la se´quence est telle que la conformation recherche´e soit particulie`rement stable. De
telles se´quences pourront eˆtre obtenues, par exemple, via les techniques de type ”concep-
tion rationelle de prote´ines”.66
66”Protein design”. Je participe au projet PROTEUS (voir http ://migale.jouy.inra.fr/proteus), dont
l’objectif est d’appliquer cette technique a` grande e´chelle.
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1999-2002 : Affecte´ au Centre de Recherche Paul Pascal (UPR 8641), a` Bordeaux. Travail
dans le groupe ”Structure et Dynamique des Macromole´cules Biologiques”, dirige´ par
Alain Arne´odo.
1991-1999 : Affecte´ au laboratoire de Physique Quantique (UMR 5626), a` Toulouse. Tra-
vail dans le groupe ”Dynamique des prote´ines”, dirige´ par Jean Durup, puis dans le groupe
”Biodynamique”, co-dirige´ par Florent-Xavier Gade´a et moi-meˆme.
Printemps 1991 : Recrute´ par le C.N.R.S.
1990-1991 : Se´jour post-doctoral au Scripps Clinic Research Institute, a` San Diego (USA).
Travail avec Donald Bashford sur la nature du ”globule fondu”.
Juin 1990 : The`se intitule´e ”E´tude the´orique des mouvements internes de grande am-
plitude de la de´caalanine et du fragment C-terminal de la prote´ine ribosomale L7/L12”,
effectue´e sous les directions de Jeannine Yon-Kahn et de David Perahia, au laboratoire
d’Enzymologie Physico-Chimique et Mole´culaire, en collaboration avec Franc¸ois Colonna-
Cesari et Orlando Tapia (Universite´ d’Uppsala).
1986 : Service militaire, au Centre de Recherche du Service de Sante´ des Arme´es, a` Nantes
puis Paris.
1985 : DEA d’Enzymologie, Universite´ de Paris XI. Stage avec David Perahia.
1984 : DEA de Neurosciences, Universite´ de Paris VI. Stage chez Jacques Goldberg et
Remy Chauvin (Sorbonne). Etude de l’effet des drogues sur le comportement construc-
teur de l’araigne´e Zygiella x-notata. Travail en partie effectue´ au Laboratoire National de
Controˆle Anti-Dopage.
1983 : Maˆıtrise de Biochimie, Universite´ de Paris VI. Options Psychophysiologie et Em-
bryologie Mole´culaire.
1979 : Baccalaure´at, se´rie C (Paris).
1962 : Monte´e a` Paris.
1961 : Naissance (Lyon).
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